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La biologie moléculaire repose sur des bases déterministes qui ont longtemps été fécondes
mais sont désormais un handicap pour la compréhension des phénomeénes biologiques. Le
déterminisme en génétique est un concept robuste mais dont les fondations apparaissent de
plus en plus fragiles, notamment le concept de spécificité et I'importance centrale accordée
au génome.

A partir de ces constats, nous faisons une proposition théorique. Nous proposons une
nouvelle grille de lecture des relations intercellulaires, que nous appelons endodarwinienne.
Il s'agit de postuler que les cellules ont un comportement aléatoire a priori, notamment dans
leur expression génétique et que seules celles qui adoptent un profil d'expression adapté a
leur environnement sont dans un second temps sélectionnées. Dans ce modéle, les cellules
ne répondent pas a des "signaux" de maniére prévisible. Dans une large mesure, les cellules
sont mues par leur intérét immédiat. Ce modéle est une réponse a la crise du déterminisme
car il rend inutile de postuler une spécificité des interactions moléculaires, et permet de sortir
de la notion rigide de "programme génétique", sans pour autant nier le réle évident des
genes. Il y a un paradoxe a proposer que des phénomeénes reproductibles soient fondés sur
des dynamiques stochastiques, c'est pourquoi nous cherchons a montrer que ce paradoxe
n'est qu'apparent, que l'aléa de réactions individuelles est précisément une force structurante,
et que 'approche probabiliste englobe 'approche déterministe.

Une synthése de données expérimentales met en évidence l'importance sous-évaluée de la
variabilité intercellulaire de l'expression génétique, dans des situations trés diverses. Dans
celles-ci, de toute évidence, des cellules clonales se comportent de maniére aléatoire et ne
répondent pas de maniére homogéne a des signaux. Cette variabilité peut étre la base d'une
sélection. Par ailleurs, des données récentes confirment que la dynamique méme des
échanges moléculaires au sein du noyau rend nécessaire d'intégrer comme un acquis la
dimension intrinseéquement stochastique de l'expression génétique, qui provoque ainsi une
variété phénotypique.

Le développement embryonnaire, classiquement envisagé comme la concrétisation d'un
programme génétique a I'ceuvre, peut étre abordé selon une logique endodarwinienne. Le
déterminisme y est trés relatif, les devenirs cellulaires sont trés plastiques, et les signaux
échangés par les cellules semblent souvent pouvoir étre étudiés sous l'angle d'une relation
trophique.

L'apoptose, souvent appelée mort programmée, ne semble pas pourtant répondre de
maniére satisfaisante a cette caractérisation. Cependant il peut sembler contradictoire, dans
l'approche endodarwinienne, que des cellules engagent leur propre destruction. Des
observations montrent que malgré les apparences, ce phénoméne avéré ne contredit pas
I'approche endodarwinienne.

Pour tester les hypothéses endodarwiniennes, il faut en passer par une étude sur cellules
isolées car travailler sur des populations cellulaires provoque des effets de moyenne qui
masquent la variabilité intercellulaire. Des techniques d'études de I'expression génétique sur
cellules isolées existent. Parmi celles-ci, une adaptation particuliere de la RT-PCR,
I'amplification par I'extrémité 3' (TPEA) a été simplifiée et rationalisée pour étre compatible
avec une approche globale. Les premiers résultats issus de ce travail de mise au point,
quoique préliminaires, peuvent déja étre lus selon une grille sélective plutdt qu'instructive et
confirment I'existence d'une expression aléatoire des génes.

Une autre approche possible est celle de I'étude des variations de la méthylation des génes,
que l'on sait corrélée a des variations d'expression. Au cours d'une cinétique de
différenciation, un géne est étudié sous cet angle et révéle une variabilité importante, dans le
temps et de cellule a cellule. Par ailleurs, le profil de différentes sous populations au cours
de cette cinétique va dans le sens d'une expression aléatoire et d'une sélection des cellules
ayant le profil adapté.

Ces approches expérimentales et bibliographiques incitent a penser que la proposition
théorique initiale est pertinente, économe et généralisable, méme si, bien sdr, la question
reste ouverte.
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I Objectif général

I. A Une proposition théorique.

Ce travail veut contribuer a promouvoir une grille de lecture renouvelée des
phénomeénes biologiques. |l s'intégre dans une histoire des sciences récentes, faite
de propositions alternatives a un modéle dominant que l'on caractérisera sous

I'appellation de paradigme déterministe.

L'ambition de ce travail n'est pas de nier les apports effectifs dont la biologie
moléculaire a bénéficié au sein du cadre déterministe dans lequel elle s'est
développée. Il souléve cependant des arguments tendant a accréditer la nécessité
d'une vision plus globale, en redonnant une place décisive aux phénomeénes
stochastiques, notamment dans le cas de l'expression génétique, non pas comme du
bruit de fond, comme des paramétres marginaux, mais au contraire en donnant a
cette stochasticité une place prépondérante, nécessaire a I'émergence de

phénomeénes organisés et en apparence déterminés.

Il est tout a fait Iégitime qu'une discipline scientifique naissante, telle la biologie
moléculaire, adopte pour accompagner son essor des modéles simplifiés, permettant
de comprendre en premiére approximation les relations entre les différentes
molécules impliquées dans I'expression géneétique, principalement les acides
nucléiques et les protéines. Néanmoins, il nous semble évident, face a I'évolution

fulgurante de cette discipline, que la complexité croissante des réseaux de relations

15



entre genes, des niveaux de régulation de la transcription et de I'expression, rendent

insatisfaisante une approche dont le fondement est déterministe.

Qu'entend-on par déterminisme, en biologie, et notamment en génétique ? Le terme
fut forgé en 1865 par Claude Bernard, qui le qualifie de "premier principe des
sciences expérimentales" et en explique la force dans I'Introduction a I'étude de la
médecine expérimentale : "Il faut admettre comme axiome expérimental que dans les
étres vivants aussi bien que dans les corps bruts les conditions de tout phénoméne
sont déterminées d'une maniére absolue [...] La négation de cette proposition ne
serait autre chose que la négation de la science méme" (Bernard, 1865, in Lecourt
1999). En génétique, cela se décline par I'axiome, dans un premier temps caricatural,
que tout phénoméne a une cause géneétique, ces causes expliquant la reproductibilité
des phénomeénes biologiques dans des conditions similaires (chez tous les embryons,
les organes se forment au méme moment, tout type cellulaire soumis a une drogue y
répondra de maniére prévue). Jean Gayon propose la définition suivante : "le
déterminisme en tant que doctrine générale, c'est la conviction que ['aspect
génétique est essentiel dans tous les domaines biologiques et prime finalement sur
tous les autres" (Gayon, 2003). Il souligne d'ailleurs qu'il y a la un amalgame avec le
réductionnisme génétique (nous reviendrons sur cette distinction). La conséquence
logique de cet axiome déterministe est, en génétique, l'instauration de la métaphore
du "programme génétique", souvent confondu avec I'ADN, parfois disjoint de lui
(Atlan, 1972). A cet égard, il ne faut jamais perdre de vue que programme signifie
etymologiquement "écrit a lI'avance”, et que les versions "dures" ou "douces" de la
meétaphore programmatique comportent donc toutes une dimension de prédestination,

qui pose un probléme au rationalisme scientifique.
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Pour utile que soit cette métaphore programmatique, et elle le fut effectivement, elle
posseéde comme toute métaphore des avantages et des limites. Et s'il est devenu
courant depuis quinze ans de la remettre en cause régulierement, ou plutét un
aspect de celle-ci, s’il est de plus en plus convenu de considérer cette approche
comme une premiére approximation, il n’en demeure pas moins qu’elle reste le cadre
global de la pensée génétique contemporaine. Le déterminisme génétique a fait
I'objet de nombreuses contestations dans les années 1970, mais celles-ci n'ont pas
permis une remise en cause fondamentale et l'ont, au contraire, renforcées. Nous
reviendrons sur ces débats. Conditionnée par un développement technique paralléle,
la biologie moléculaire semble étre maintenant traversée de résultats contradictoires.
Nous pensons que linterprétation de ces résultats sous le seul angle du
déterminisme -ou réalisation automatisée d'un programme-, quelles que soient les
nuances apportées, est de nature a mettre en péril I'ossature de la discipline et ce

qgu'on est en droit d'attendre d'elle, c'est-a-dire un minimum de force prédictive.

La biologie moléculaire contemporaine repose sur une connaissance détaillée des
cascades de régulations, enchainements de causes et d'effets élémentaires. Ces
connaissances sont par définitions provisoires, car inévitablement limitées par
l'ignorance temporaire que I'on a des effets de tout autre molécule sur I'ensemble de
celles qui sont étudiées. La biologie moléculaire évolue vers une exploration
systématique de l'ensemble des relations possibles entre toutes les molécules.
Tendre vers I'exhaustivité devient nécessaire, car il peut suffire d'une molécule pour
perturber la connaissance d'un systéme donné. Or I'exhaustivité demeure une limite

inaccessible. Plus important, cette logique confine la biologie moléculaire a une
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démarche descriptive et non pas explicative des processus du vivant. Nous
développerons cette idée.

Il s'agit donc d'une panne conceptuelle. Cette panne repose sur l'axiome de la
spécificité d'action des molécules (ou des sites actifs). Cet axiome, utile et souvent
expérimentalement vérifi€ en premiére approximation, peut aussi devenir un
handicap, ce que nous soulignerons, a une compréhension réaliste des phénomenes
biologiques. Nous défendrons l'idée dans cette thése que le concept de spécificité
n'a pas de bases solides en biologie moléculaire, méme s'il peut étre parfois
fonctionnellement utile. Nous proposerons, au cours de ce travail, un modéle qui
permet de tenir compte des affinités relatives que peuvent avoir les molécules entre
elles (parfois si fortes qu'elles peuvent prendre l'apparence d'une spécificité
fonctionnelle), mais qui ne fait pas reposer seulement sur ces affinités les relations
causales entre les événements élémentaires. Car il apparait que, plus qu'un
probleme de connaissance ou d'ignorance de mécanismes précis, c'est un probleme
d'échelle d'observation qui explique la panne que beaucoup ressentent.

De plus, méme au niveau moléculaire, un corpus cohérent d'observations récentes
nous semblent de nature a remettre en cause la possibilité matérielle d'un

fonctionnement déterministe du vivant.

Cette panne conceptuelle doit étre abordée de front, peut-étre au prix d'un saut
paradigmatique. Ne pas explorer d'hypothéses alternatives, comme par exemple
celles qui structurent ce travail c'est, nous semble-t-il, se résigner, a terme, a
transformer la biologie moléculaire en une vaste opération d'empilement de données

sans cohérence interne, au péril de la scientificité de I'ensemble.
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Cette conviction n'est bien sur pas nouvelle. Le constat de la nécessité d'intégrer une
dimension aléatoire dans les phénoménes inter ou sub-cellulaire, comme nous allons
le proposer, est une évidence pour beaucoup, méme s'il est parfois difficile de savoir
si cette préoccupation n'est pas plutét une maniére de sauver le cceur de la pensée
déterministe en acceptant, a la périphérie, des phénoménes parasites. Or nous
pensons par ailleurs qu'il est illusoire de chercher a sauver cet édifice conceptuel en
n'accordant qu'une place marginale aux phénoménes non programmés. En effet,
pourquoi, alors que I'accumulation de données mettant en péril la vision déterministe
ne cesse de prendre de I'ampleur, ne pas envisager que c'est le cceur méme de cette
grille de lecture qui est a revoir ? Pourquoi se cantonner a lui adjoindre quelques
codicilles de stochasticité dans I'espoir d'en sauver I'essentiel ? Notre thése est qu'il
est difficile de renoncer a la pensée déterministe pour au moins trois raisons
principales.

Premiérement, parce qu'elle a, au moins en apparence, l'immense intérét d'expliquer
la trés remarquable propriété de reproductibilité des phénoménes génétiques. On
peut ici illustrer cette vision par quelques exemples. Si chaque individu, a un stade
donné de son développement, se met a développer tel organe, ou tel type cellulaire,
c'est bien parce qu'un programme réalise de maniére contrdlée cette opération. De
méme, du moins pour des caractéres simples, les livres de génétique regorgent
d'exemples ou une mutation génétique modifie un caractére phénotypique, laissant
entendre qu'il y a bien une relation déterministe entre le déterminant et le caractere
(nous en citerons). Or nous chercherons a démontrer que cette reproductibilité ne
saurait reposer uniquement sur une grande précision, une grande fiabilité des

régulations, mais aussi et surtout sur leur caractére dégénéré.
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Deuxiemement, parce que le déterminisme génétique a résisté a de nombreux
niveaux de critiques grace auquel il s'est progressivement nuancé en rajoutant des
hypothéses ad hoc, ce qui I'a renforcé. En effet, ces nuances que nous détaillerons
lui permettent de fournir des explications a de nombreux problémes auparavant
insolubles. Mais elles pourraient aussi contribuer a I'affaiblir, lui faisant courir le péril
de pouvoir expliquer tout et son contraire, au risque de sa propre cohérence.

Troisiemement, parce qu'une critique du déterminisme génétique relativise le réle
central attribué a I'ADN dans les processus cellulaires. La critique de l'importance
classiquement accordée a I'ADN n’est pas inédite, mais, dans ses formes diverses,
elle va rarement de pair avec une critique radicale du déterminisme génétique. Nous

évoquerons ces critiques. Nous défendrons l'idée que cette relativisation est légitime.

Nous argumenterons ici, sans rien remettre en cause des phénomeénes observés ni
de leur reproductibilité (les tissus se développent effectivement a des stades donnés,
il 'y a effectivement un lien entre des mutations génétiques et des variations
phénotypiques), qu'une autre grille de lecture est possible, voire qu'il est nécessaire
de renoncer a la précédente, parce qu'elle est construite sur des amalgames et des
imprécisions. Il y a dans les approches classiques une discordance d'échelle entre

les phénomenes observes et leur interprétation moléculaire.

Nous proposerons dans ce travail un paradigme probabiliste, fondant les
relations entre les molécules du vivant. Dans le cadre de ce paradigme, nous
proposerons Il'existence de dynamiques que nous appellerons
endodarwiniennes. D'aprés ce nouveau paradigme, I'expression stochastique

et différentielle d'un génome commun par des cellules clonales permet
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I'adaptation d'une fraction d'entre et conséquemment leur multiplication et leur

sélection, ayant pour résultat I'organisation du tissu.

Nous chercherons a démontrer que cette proposition apporte des réponses nouvelles

aux critiques faites historiquement au déterminisme génétique.

Le but de cette thése est donc d'expliciter ce que serait cette approche nouvelle
faisant une part prépondérante aux phénomeénes élémentaires aléatoires dans la
génération d'ordre global. Elle fournira des éléments bibliographiques souvent épars,
mais qui, rassemblés, semblent plaider pour la pertinence et la parcimonie de ce
modéle. Elle présentera enfin des résultats expérimentaux augurant la possibilité de
mesurer leur importance au sein du vivant. Cette proposition se veut testable et
réfutable, et répond donc aux critéres de l'investigation en sciences expérimentales.
Elle pourrait déboucher sur une méthode généralisable en biologie moléculaire et

cellulaire.

Elle s'intéresse plus particulierement, sur le plan expérimental, a une étude de la
différenciation cellulaire. Ce phénomeéne largement étudié et dont une chronologie
sera présentée constitue une discipline vaste. Elle s'est développée au sein du
paradigme déterministe. Nous chercherons a démontrer qu'a l'inverse, elle est toute
indiquée pour tester des hypothéses probabilistes. C'est pourquoi nous avons
concentré notre approche expérimentale sur une étude de la différenciation in vitro

de lignées cellulaires clonales, modéles de la différenciation neuronale.
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Figure 1 : Le déterminisme suppose une spécificité de réponse a un signal.

A. Deux cellules de méme génome (ovale bleu) répondront de maniére identique a un
signal identique (fleche entrante jaune). Ce signal peut étre constitué d'une/plusieurs
molécule(s) ou d'une variation de parameétres extérieurs a la cellule ou d'une
combinaison. Dans le cadre déterministe, la variabilité de réponse peut étre due (B.) a
une différence génétique et/ou (C.) a une variation de signal.



Supposer et tester un comportement aléatoire intercellulaire nécessite de mettre a
jour I'nétérogénéité de la population. On montrera que pour cela, une analyse a
I'échelle de la cellule individuelle (suivie d'une approche statistique) est a bien des

égards indispensable.

Le but de ce travail, en remettant en cause ce lien logique et en mettant en relation
une approche probabiliste de la différenciation cellulaire avec une étude de cellules

isolées est de contribuer a promouvoir cette hypothése.

I. B Qu'est ce que le déterminisme en biologie ?

Par modéle déterministe de I'expression géneétique, nous caractérisons la vision
classique selon laquelle les cellules recoivent chacune des signaux émis par
I'environnement ou par d'autres cellules, integrent ces signaux et y réagissent en
engageant une cascade d'expression génétique aboutissant a une réponse
appropriée a ces signaux, finement régulée. La nature de cette réponse repose sur
l'information génétique contenue dans le génome (Figure 1). Une population
homogéne de cellules de génomes identiques répondra a ces signaux de telle sorte
que le profil moyen d'expression sera le reflet fidéle du profil effectif d'expression de
chacune des cellules.

Dans sa version simplifiée, ci-dessus, ce modéle est évidemment rigide. L'utilisation
de ce modéle l'est bien sur beaucoup moins : il a été tempéré par de nombreuses
observations qui ont mis en évidence un bruit de fond dans I'expression génétique,
c'est-a-dire une variation intercellulaire marginale. Il a gagné en souplesse au fur et a

mesure de l'avancée des connaissances sur les mécanismes cellulaires. Néanmoins,
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il conserve sa structure globale. En effet, pour expliquer l'apparition d'une
hétérogénéité, par exemple la formation d'un nouveau type cellulaire au sein d'une
population homogeéne, il suppose I'émission et la réception d'un signal, suivis d’une
réponse a ce signal. Ce faisant, il présuppose une asymétrie antérieure. Il y a donc
une contradiction puisque ce qui est a démontrer et ce qui est supposé se
confondent. De plus, cette seconde asymétrie doit alors étre expliquée, selon la
méme logique. De proche en proche, chaque asymétrie ainsi repose sur une
asymétrie "préalable". On peut donc considérer que c'est un modéle de création
d'ordre par l'ordre, puisque chaque état, supposé stable ou ordonné, repose sur un
état ordonné préalable. La question de I'apparition initiale de 'ordre est sans cesse

repoussée en amont.

|. C Existe-t-il une crise du déterminisme?

Nous allons tenter ici de convaincre que le déterminisme génétique est en crise.
Faire ce diagnostic suppose de la mesure et de la méthode. Il ne peut se résumer a
quelques exemples opportunément choisis (méme si on y fera appel), le silence étant
fait sur les exemples inverses.

Nous partirons donc des constats suivants :

-La critique du déterminisme génétique n'est pas une idée neuve en biologie.

-Les critiques historiques du déterminisme ont principalement porté sur sa rigidité
excessive due a ses hypothéses initiales simplificatrices.

-Le paradigme déterministe tel que défini plus haut, a su intégrer un certain nombre

de ces critiques et a gagné en souplesse et en complexité.
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C'est sur la base de ces constats, que nous faisons nétres, que nous chercherons
cependant a montrer qu'une crise latente persiste. En effet, nous pensons qu'il est
illusoire de chercher a rendre plus souple une pensée rigide par essence et que la
biologie moléculaire telle que nous la connaissons permet de changer radicalement
de paradigme, de gagner en simplicité, et d'évacuer des hypothéses non nécessaires

a la compréhension des phénomenes biologiques.

I. C 1 Un concept robuste

Le déterminisme génétique est constitutif de la biologie moléculaire, méme s'il lui
préexiste. Par abus de langage (on peut considérer que cette discipline nait avant
1953), nous entendons dans ce travail par biologie moléculaire la discipline qui, a la
suite de la découverte de la structure de I'ADN (Watson et Crick, 1953), a entrepris
d'expliquer au niveau moléculaire les phénoménes impliquant la maintenance, la
duplication et I'expression du génome. La découverte de James Watson et Francis
Crick est une avancée fondamentale qui a permis de donner une explication
mécanique et moléculaire a I'édifice de la théorie de I'évolution et plus généralement
a la compréhension du monde vivant dans son unité. Trouver simultanément dans
une structure moléculaire le support matériel des génes et I'explication de leur
mutabilité et de leur transmissibilité était sans conteste un pas de géant pour les
évolutionnistes de toutes disciplines. Cette influence ne s'est pas restreinte au
phénomeéne de I'hérédité mais progressivement a celui de I'expression des geénes,
notamment par le modeéle de l'opéron lactose de Francois Jacob et Jacques Monod
(Jacob et Monod, 1961). Décrit chez la bactérie pour la production de f-

galactosidase, ce modéle propose l'existence de deux types de genes, les genes
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Figure 2 : Modéle de I'Opéron Lactose chez E. coli.

Deux types de génes sont définis : ceux qui codent pour des molécules
régulatrices (ici Lacl code pour le répresseur de l'opéron) et ceux qui codent
pour les protéines de structure et les enzymes (Ici LacZ, LacY et LacA). Ce
modeéle repose sur la spécificité d'interaction entre protéines et séquences
d'ADN, ainsi que sur une stabilité de ces interactions.



structuraux qui codent pour les protéines et les enzymes, et les géenes régulateurs,
codant pour les protéines régulatrices (Figure 2). Ce modéle est instructif au sens ou
il réduit l'ensemble de ces réactions a une mécanistique d'enchainements
élémentaires qui sont chacun la réponse adéquate a une instruction antérieure
(appelée aussi information ou signal). La machinerie cellulaire s'apparente
formellement a un programme informatique (I'essor de l'informatique, contemporain
de la biologie moléculaire, n'est certainement pas anecdotique dans cette
contamination sémantique) répondant a des commandes.

Le modéle de Monod et Jacob a donné lieu a différents modeéles généraux de
régulation de la transcription, notamment celui de Britten et Davidson (Britten et
Davidson, 1969). Dans celui-ci, la combinatoire des différentes protéines codées par
les génes régulateurs permet d'obtenir une variété d'associations des ces protéines ;
chacune de ces associations permet la régulation spécifique d'un géne (Figure 3,
page suivante). L'ensemble constitue ainsi un modéle de régulation du génome
entier reposant sur la spécificité. Ce dernier est aussi l'ancétre d'un modéle de
référence, ayant vocation a expliquer l'ensemble du développement par des
cascades intégrées de réponses a des signaux, proposeé plus de trente ans plus tard
par l'un de ces deux auteurs (Davidson, et al., 2002). Ainsi, ce cadre de pensée a été,
soulignons-le, d'une immense fécondité pendant cette période. La possibilité de
discrétiser lI'ensemble des phénomeénes biologiques en successions de régulations
geénétiques les a rendus intelligibles en termes moléculaires, et dans certains cas
simples de maladies monofactorielles, a pu permettre de comprendre les relations de
causalité avec une mutation génétique identifié¢e. De plus, cette avancée
intellectuelle fut renforcée par au moins trois développements technologiques

majeurs : le génie génétique, permettant de couper et/ou insérer différents éléments
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Figure 3 : Modéle de Britten et Davidson (simplifié).

Les protéines régulatrices (reg1 a regn) s'associent pour controler
I'expression des autres génes, codant pour les protéines P1 a Pk. Les
associations entre régulateurs sont spécifiques du gene a contrbler et la
combinatoire permet d'expliquer le contrdle général de I'expression
génétique.



d'ADN dans des organismes, le séquengage de I'ADN permettant de caractériser le
contenu génétique de n'importe quel organisme, et la réaction en chaine a la
polymérase (PCR) qui permet de détecter par amplification (et de réutiliser) une
séquence d'acide nucléique donnée. Ces trois percées, qui reposent sur les
propriétés structurelles propres de la molécule d'ADN, ont renforcé, par la force des
résultats produits, la place centrale que I'on accorde au génome. Mais si féconds que
soient ces débouchés, il reste pertinent de s'interroger sur leurs limites et sur le biais

gu'ils imposent a la perception que I'on se fait des interactions intra- et intercellulaires.

Comme le souligne Michel Morange "la régulation [moléculaire] est devenue le fait
biologique par excellence". Il note que dés 1961 " F. Jacob et J. Monod suggérérent
que les modéles qu'ils avaient proposés étaient susceptibles d'expliquer les
variations d'activité géniques qui se produisaient au cours du développement
embryonnaire et de réconcilier génétique et embryologie" (Jacob et Monod, 1961,
cité in Morange, 1999). Néanmoins les critiques affluerent : il était simpliste et peu
transposable aux organismes "supérieurs", la régulation négative n'est pas le seul
mode de régulation. De plus, de nouveaux niveaux de complexité, découverts
progressivement, n'étaient pas pris en compte : épissage des ARN,
méthylation/acétylation de Ila chromatine (nous vy reviendrons), structure
tridimensionnelle de la chromatine, ces niveaux de complexité étant progressivement
regroupés sous le terme d'épigénétique comme si la génétique avait soudainement
besoin de données auxiliaires pour garder ses capacités explicatives. Le génome lui-
méme s'avéra plus complexe, avec I'existence de séquences morcelées ou répétées,
de réarrangement chromosomiques, avec aussi la proportion écrasante des

séquences non codantes. Le modéle initial ne pouvait certes pas se voir reprocher
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de ne pas tenir compte de phénoménes inconnus a sa conception ! Et de fait, il
intégra progressivement ces données, auxquelles chacun s'accorda a n'attribuer
qu'une influence marginale sur le coeur du modéle : le fait que la régulation de
I'expression des génes se fasse principalement au niveau de la transcription. Alors
que certains proposaient méme que le développement soit "illogique" (Lewin, 1984),
la découverte des génes homéotiques, conservés structuralement et
fonctionnellement, confirma que les propositions de Jacob et Monod avaient été des
"anticipations remarquables de ce que l'analyse moléculaire des genes du
développement révélait". Et de fait, les " modéles de régulation ont donc assez peu
évolué durant ces trentes derniéres années. On peut, sans simplifier indiment dire
que la biologie moléculaire vit encore aujourd'hui dans le cadre du paradigme

moléculaire établi dans les années 1960" (Morange, 1999).

I. C 2 Des bases fragiles

1. C 2 a La spécificité

Mais a trop se renforcer de nuances parfois contradictoires, n'est-on pas en droit de
penser que l'édifice conceptuel est vacillant ? On peut penser que oui. En effet,
quelles étaient les prédictions du modele déterministe ? Dans le cadre du modéle de
Britten et Davidson, les génes de régulation codent pour des facteurs qui, par
diverses combinaisons, contrélent I'expression de plusieurs ensembles de génes.
Ces modeles supposent I'existence de régulateurs spécifiques, c'est-a-dire portant
chacun une information correspondant a une commande du programme. Ceux-ci, ou
du moins des combinaisons spécifiques de tels régulateurs de I'expression génétique,

expliqueraient la différenciation des cellules en différents types cellulaires spécifiques.
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C'est la recherche de ces régulateurs spécifiques qui a mobilisé pendant des années
les efforts des chercheurs mais ce programme de recherche aboutit a un résultat
spectaculaire : les régulateurs spécifiques n'existent pas en tant que tels et toutes les
molécules régulatrices sont extrémement communes, présentes et partagées dans
les différents types cellulaires (Duboule et Wilkins, 1998). On verra que Il'on peut
rapprocher cette constatation d'un acquis important de I'embryologie moléculaire, a
savoir que les inducteurs du développement sont non spécifiques et eux aussi trés
partagés (Dieterlen-Liévre, et al., 1996). Les génes homéotiques, ceux-la méme qui
sont trés conservés au sein du vivant, de la drosophile aux mammiféres, et qui ont
paru venir au secours du déterminisme génétique, sont des régulateurs non
spécifiques susceptibles de reconnaitre des séquences de six nucléotides
extrémement présentes et disséminées dans tout le génome (Pellerin, et al., 1994).
Or ils ne se fixent, in vivo, que sur un nombre restreint de séquences. Pour
comprendre ce fonctionnement, dans la logique déterministe, il faut faire appel a des
cofacteurs, ce qui revient a recommencer la recherche de spécificité et accepter que
ces régulateurs ne sont pas la cause d'un programme, mais les partenaires
moléculaires d'un ensemble complexe de régulations. Sans causes, la pensée
déterministe est orpheline, et I'on peut soit en chercher de nouvelles, soit chercher a
penser autrement. Cette non-spécificité a conduit a parler de bricolage évolutif
(Duboule et Wilkins, 1998), pour expliquer que c'était cette non-spécificité qui
permettait de dérouler un programme d'une grande adaptativité : mais ne s'agit-il pas
d'une astuce sémantique, puisqu'en toute logique, un programme est constitué
d'étapes prévues a l'avance ? Ce n'est pas le cas ici : pourquoi donc persister a

penser qu'il existe un programme ?
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Comment dans le cadre d'une acception non pas stricte, mais seulement rigoureuse
de la notion de programme, accepter la possibilité de reprogrammation de certaines
cellules par dédifférenciation/transdifférenciation ? Nous reviendrons sur ces aspects,
mais il semble ici gqu'ils illustrent le risque tautologique inhérent a la métaphore
programmatique en biologie : d'une part, il existerait des phénomeéenes programmeés,
et d'autre part ceux qui ne le sont pas, parce qu'ils sont la conséquences d'aléas et
d'imprévus, peuvent étre considérés comme reprogrammés. Tout ressortirait donc
d'un programme, méme l'imprévu, c'est-a-dire méme son contraire. Cette explication
totalisante ne nous parait pas compatible avec la réfutabilité scientifique.

On aura compris, encore ici, et on tentera de le démontrer avec plus de détails plus
bas, qu 'il ne s'agit bien évidemment pas de remettre en cause l'existence de ces

phénomeénes avérés, mais de proposer de les comprendre sous un autre angle.

On voit que la notion de programme est intimement liée a celle de spécificité, qui
trouve son origine dans le modéle moléculaire de stéréospécificité, parfois
abusivement présenté comme un modéle "clef-serrure". C'est sur cette notion que
reposent les modéles de régulations vus plus haut. La stéréospécificité est, en toute
rigueur, une relation exclusive entre deux structures tridimensionnelles permettant
leur association a l'exclusion de toute autre. La spécificité n'est pas une notion
relative. C'est une notion absolue, non quantitative, et donc périlleuse a manipuler en
sciences expérimentales. Elle est pourtant largement utilisée tant au niveau
moléculaire (spécificité des interactions) qu'au niveau cellulaire (spécificité des types
cellulaires). Elle s'illustre parfaitement dans le cas de maladies monofactorielles, qui
furent d'ailleurs des modéles de grand intérét pour comprendre les principes de

bases de I'expression génétique. Dans un certain nombre de cas limités, en effet, la
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mutation d'une base dans la séquence d'un géene peut aboutir a un phénotype
malade, comme I'anémie falciforme. Cette maladie est due au fait que la molécule
d'hémoglobine, mutée en un point précis de sa séquence, induit une conformation
tridimensionnelle différente de cette protéine et modifie ces propriétés de fixation de
I'oxygéne. Mais cet exemple canonique, comme d'autres, ne doit pas faire oublier
qgue ces cas de liaison spécifique entre un seul géne et un caractére sont rares. Que
les exemples de ce type aient permis de comprendre les bases du fonctionnement
des genes est indéniable, mais ils constituent les exceptions de relations beaucoup
plus complexes. En outre, ils peuvent occasionner une erreur logique. On prétend
parfois démontrer la spécificité en rappelant que chez tous les malades présentant
une pathologie "génétique" caractérisée, on trouve effectivement la méme mutation.
Mais il est alors indispensable de rappeler qu'il s'agit ici d'un rapport d'inclusion et
non pas d'équivalence : si tous les malades portent la mutation, cela ne signifie pas
pour autant que tous les porteurs de mutations sont malades. La structure des
systémes de santé est telle que, pour des raisons économiques évidentes, on ne fait
pas la recherche, pour toute une population, de I'ensemble des maladies rares liées
a un allele dont ils pourraient étre les porteurs. On effectue ces recherches dans
certaines populations a risques, ou dans les familles dont un membre est malade. Ce
qui ne signifie pas que tous ceux qui ne sont pas surveillés et ne présentant pas la
pathologie ne sont pas porteurs de ce géne. Cet argument est-il spécieux ? S'il est
certes parfaitement logique, on pourrait cependant objecter que les cas de porteurs
non atteints sont rares. Et qu'il est peu pertinent de raisonner sur des phénomenes
marginaux. Or de telles évaluations existent et ont été recensées (Wolf, 1997). Il
apparait, pour les rares études qui ont été entreprises, que les résultats confirment

de maniére spectaculaire la variété phénotypique qu'il peut y avoir dans des
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populations portant les mémes mutations connues pour étre liés (pour "étre la cause")
de maladies "spécifiques". La spécificité n'est donc qu'apparente, biaisée par le fait
que l'on n'observe que les "malades" et pas la partie immergée de l'iceberg des

porteurs non atteints.

Raisonnons provisoirement sur un exemple. Nous avons dit la prudence qu'il fallait
réserver a ce type d'approche, nous ne le perdons pas de vue. Mais n'oublions pas
non plus que la biologie moléculaire assoit de maniére générale ses démonstrations
sur des exemples. Pour pouvoir la critiquer sur certain de ses aspects, il nous faut
aussi utiliser sa logique propre. Nous nous intéresserons au cas de l'interleukine 2
(IL-2), une cytokine qui agit comme un facteur de croissance pour I'expansion clonale
des lymphocytes T. Initialement décrite dans ce systéme, cette cytokine a pu un
temps en paraitre spécifique. Mais au fur et a mesure de la progression des
connaissances, celle-ci fut identifié¢e comme un partenaire de la progression dans le
cycle cellulaire des lymphocytes T (passage de la phase G1 a S), dans la maturation
des thymocytes a différents stades chez la souris, dans la différenciation des cellules
autres que les lymphocytes T, dans laugmentation de la synthése des
immunoglobulines, et de la transcription de la chaine J des lymphocytes B, dans
I'activation de I'activité cytotoxique des cellules NK, dans l'induction des cellules killer
induites par les lymphokines, dans la promotion de la prolifération, la différenciation
et l'activité cytolytique des macrophages, dans l'activité tumoricide anticorps-induite
des monocytes. Elle est de plus importante pour le systéme immunitaire en général,
comme l'ont montré des études sur des souris KO. On comprend qu'un défaut de
sécrétion d'IL-2 soit associé, chez 'homme, a des problémes immunologiques. Par

ailleurs, IL-2 est impliquée a des degrés divers au processus d'apoptoses. Enfin, IL-2
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est décrite comme un facteur trophique des cellules du stroma du
microenvironnement du thymus (Hollander, 1999).

Cet exemple illustre bien que la spécificité d'action d'IL-2 est toute relative, bien
qu'on ait Iégitimement pu penser, initialement, que cette cytokine soit spécifique.
Cela montre que la spécificité refléte l'ignorance bien compréhensible que I'on a des
différents roles d'une molécule tant qu'on ne I'a pas étudiée sous tous les angles.
L'article décrivant cette multiplicité de fonctions en vient, dans un premier temps, a la
conclusion que la molécule IL-2 doit étre finement régulée pour permettre de jouer
ses roles. On peut rester sceptique face a cette proposition. Cette multifonctionnalité
ne traduit-elle pas plutét qu'lL-2 est un partenaire de ces régulations, sans en étre la
cause ? C'est ce a quoi semble se résoudre l'auteur, qui finit par plaider pour une
régulation stochastique de son expression, la démontrer (y compris son expression
monoallélique, elle-méme stochastique), et la rapprocher de plusieurs situations

comparables.

Une autre maniere non satisfaisante de postuler la spécificité d'un régulateur pour
une fonction est de le croire a tort, indispensable. Une approche classique en
biologie moléculaire est de chercher a corréler I'expression d'un géne a une fonction
particuliére. Quand cette corrélation est bonne, on le déclare spécifique de cette
fonction. Mais cela peut conduire a de nombreuses surprises. C'est le cas du
récepteur G-CSFR au facteur de stimulation de colonies de Granulocytes (G-CSF).
Le nom de ce récepteur laisse entendre qu'il est une voie nécessaire de transduction
du signal aboutissant a la différenciation granulocytaire, et pourtant, on a montré
récemment que le remplacement du domaine spécifique de ce récepteur, ou sa

délétion, n'empéchait pas la différenciation granulocytaire (Jacob, et al., 1998). Cela
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ne signifie pas que G-CSFR ne joue aucun rble dans cette différenciation, mais
souligne qu'en cas de carence, les cellules semblent capables de recruter d'autres
voies pour assurer la fonction.

De méme, les expériences de knock-out fonctionnels ou des génes d'intérét sont
sélectivement inactivés ont donné des résultats surprenants. Dans la majorité des
cas, les animaux présentent effectivement un phénotype modifié, voire létal. Mais
dans des proportions non négligeables de cas (jusqu'a 30 %), le phénotype est peu
ou pas changé (Melton, 1994), méme en l'absence de génes considérés comme
indispensables, notamment la myoglobine (Garry, 1998). De toute évidence, des
mécanismes de recrutements, d'autres génes sont a I'ceuvre pour suppléer cette
absence (Greenspan, 2001 ; Edelman et Gally, 2001).

Ces exemples mettent en évidence qu'il peut étre parfois vain de regarder de trop
prés une cascade de régulation, voire de la décrire parfaitement, si d'autres voies
alternatives fonctionnent (peut étre pas par défaut) tout aussi bien. La biologie
moléculaire a pour but, a son niveau d'analyse, de nous fournir les explications de
phénoménes cellulaires. Il semble qu'elle en soit souvent réduite a ne nous décrire
que des cascades de régulations inévitablement partielles, plus ou moins
arbitrairement choisies, quitte a faire I'impasse sur d'autres, et donc ne pas répondre

a son objet initial.
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I. C2 b Le génocentrisme.

Un des aspects de la contestation du déterminisme est la critique du génocentrisme.
Nous nous inscrivons dans cette critique, méme si nous ne la confondons pas avec
la critique du déterminisme génétique lui-méme. Le déterminisme préexiste a la
connaissance de I'ADN.

Nous nommerons ici génocentrisme l'importance démesurée accordée au génome
dans les phénomeénes vivants, et nous nous restreindrons strictement a cette
définition. Puisque I'ADN est le support des geénes, il est "l'espace des causes" : "Le
génome contient non seulement une série de plans de construction, mais aussi un
programme coordonné de synthése des protéines, ainsi que les moyens de contrdler
son exécution" (Jacob et Monod, 1961). Pousser cette logique a I'extréme conduit a
donner une place a part, centrale, organisatrice, au génome dans les phénomeénes
vivants. Richard Dawkins (Dawkins, 1976) a poussé cette centralité du génome dans
les processus biologiques jusque dans ses extrémes retranchements, puisqu'il va
jusqu'a envisager les individus comme des artefacts inventés par les génomes pour
se reproduire. Cette thése, dont la dimension provocatrice est évidemment a prendre
en compte, a été féconde puisqu'elle a fourni un cadre de recherche important, et fut
utile pour l'avancée d'une discipline matérialiste et le recul des visions
anthropocentriques. Néanmoins elle était plus une maniére de penser stimulante,
qu'une véritable démonstration scientifique. Sa généralisation abusive lui confére un
statut de dogme y compris dans les processus physiologiques. De sorte que ce n'est
que trés sporadiquement que I'on n'envisage que la possibilité, pour des cellules qui
partagent le méme génome, de rentrer en compétition. Un des seuls cas de figures
ou une approche compétitive puisse étre envisagée est celle du systéme immunitaire

dans le cadre de la sélection clonale, mais la encore, il repose sur une variation
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genétique induisant une sélection de certaines cellules par opposition a d'autres. En
cela nous restons dans le cadre d'une vision dawkinsienne d'une compétition sur la
base de différence génétique.

L'ADN, possédant des caractéristiques particulieres, serait au centre du vivant et
soumettrait I'ensemble des niveaux biologiques a sa propre dynamique de
propagation. En tout point cette approche s'apparente a un essentialisme moléculaire.
En effet, il apparait rapidement que la position centrale accordée aux acides
nucléiques ne l'est qu'arbitrairement. Car si 'ADN est nécessaire a la synthése des
protéines, via la séquence unidirectionnelle transcription-traduction (encore que des
contre-exemples de protéines autoréplicatives existent, voire de protéines
synthétisées par d'autres protéines sans intervention ribosomique et donc d'/ARNm,
les "Non Ribosomal Peptide Synthetases" (NRPS) présentes chez certaines
bactéries et champignons (Simon, 1976)), et la mise en application du code
genétique, il n'en est pas moins vrai que les protéines sont nécessaires a la synthese
d'ADN, a sa maintenance, a sa propagation. Que cette rétroaction n'ait pas la
limpidité du code génétique, mais soit au contraire d'une prodigieuse complexité, ne
signifie en rien qu'elle ne soit pas, du point de vue ou I'on se place, a l'origine de
I'ADN. Cela ne fait gu'illustrer I'élégance et la simplicité et l'universalité du code
génétique mais ces parameétres ne constituent pas une justification suffisante a
l'instauration d'une hiérarchie moléculaire.

En outre le code génétique est une métaphore. Elle fut forgée avant méme la
découverte de la structure de I'ADN, par le physicien Erwin Schrédinger dans son
livre What is Life ? (Qu'est-ce que la vie ?) paru en 1944. Ce livre fut visionnaire a
bien des égards. Partant du principe que les composants atomiques des géenes sont

en effectifs trop réduits pour que la loi des grands nombres suffise a expliquer la
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reproductibilité de leur fonctionnement, il postule que le vivant s'organise a partir d'un
principe d'ordre, codé dans les génes situés sur les chromosomes, qu'il envisage
avec une grande clairvoyance comme un "cristal apériodique". De ces hypothéses,
Schrédinger en propose d'autres, notamment "que le code en miniature puisse se
trouver en correspondance exacte avec un plan de développement trées complexe et
tres élaboré et contenir en méme temps les moyens de le mettre a exécution". Il
propose plus loin que cela se fasse "par un "mécanisme" entierement différent du
"mécanisme de probabilité" de la physique" (Schrédinger, 1944). Ces postulats d'une
trés grande élégance influencérent la pensée des biochimistes contemporains,
jusqu'a Francis Crick lui-méme, qui confessa souvent que la lecture de ce livre avait
été décisive dans son engagement en biologie. On voit qu'ils concentrent I'essentiel
de la pensée déterministe. Néanmoins, derriére cette métaphore du code, la réalité
biochimique de ce qui est appelé "code génétique" est constituée d'un nombre limité
de réactions chimiques, impliquant des affinités moléculaires préférentielles mais pas
absolues dont la reproductibilité est grande (grace notamment a un rétrocontrole
enzymatique d'erreurs). Il n'y a pas lieu, dans le cadre d'une approche rationnelle,
d'extrapoler quelque conclusion que ce soit de la simplicité de ces réactions. L'ADN
n'est pas plus au cceur du vivant que les protéines qu'il code ou celles qui en
assurent la maintenance et la réparation. Il n'existe pas plus d'organismes vivants
dépourvus d'ADN, c'est-a-dire pas un seul, que d'organismes dépourvus de
protéines ou méme de lipides. Certes, un acide nucléique a comme propriété
remarquable de se répliquer et d'évoluer, et donc d'étre potentiellement a lui seul le
substrat d'une évolution moléculaire. Les formes les plus simples d'ARN circulants,
les viroides, peuvent cependant étre mis en regard des protéines du prion, tout aussi

autonomes pour leur pouvoir transformant.
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La conséquence du fait que I'ADN n’est pas au centre du vivant (qu’il n'y a pas de
centralité dans le vivant) est qu'il n'est pas pertinent de justifier des dynamiques
cellulaires par leur capacité a propager leur ADN.

La critique du génocentrisme n'est cependant évidemment pas inédite. Elle a
d'ailleurs plusieurs chefs de file, mais peu vont jusqu'a remettre en cause
radicalement le déterminisme génétique lui-méme. Nous ne prétendons pas, dans
cette évocation limitée, réduire l'apport de ces critiques aux quelques lignes que
nous leur accordons. Nous y faisons allusion en n'ignorant pas qu'elles ont suscité de
nombreux et riches travaux en biologie, auquel notre travail ne peut cependant se
confronter sans se détourner de son objet. Nous les présentons en mettant en avant
une propriété qu'a nos yeux ils partagent : la critique qu'ils portent tend a ne pas
réduire le programme aux programme genétique, en le délocalisant, sans pour autant
donc nier I'existence d'un programme en tant que tel.

L'auto-organisation telle qu'a pu la proposer Henri Atlan est une proposition qui
critique la centralité de 'ADN vu comme un programme, préférant la métaphore de
données (Atlan et Koppel, 1990). Cette théorie peut se rapprocher par plusieurs
aspects de celle que nous proposons. Notamment, par son économie en hypotheses,
qui relativisent la nécessité de prévoir une régulation précise de certains
phénomeénes émergents. Néanmoins, dans ce cadre, le programme existe bel et bien
par ailleurs, méme s'il n'est pas contenu dans I'ADN, mais délocalisé dans la
machinerie cellulaire (celle-ci étant d'ailleurs un produit des génes). Il existe donc
toujours, pour cette approche, un programme, dont la précision est atteinte par
sensibilité aux conditions initiales.

Un autre critique du génocentrisme, sur la base de nombreuses observations et

expérimentations, consista a proposer qu'un génotype ne détermine pas un
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phénotype, mais plusieurs, un champ de phénotype possibles baptisé norme de
réaction du génotype (Dobzhansky, 1970). L'environnement influe lui aussi sur cette
norme en canalisant la réalisation d'un de ces phénotypes. Ici, le déterminisme n'est
plus seulement génétique, mais alors généralisé aussi a l'environnement, ce qui est
une autre forme de délocalisation. Cette approche a pour éminent mérite de
démontrer a quel point le passage du génotype au phénotype est complexe et non
entierement contenu dans les genes. Mais il n‘est pas, lui non plus une critique
fondamentale du déterminisme, mais plutét un aménagement de la théorie : le
programme est généralisé a tout ce qui peut influer sur I'expression des geénes, le
génome lui-méme comme l'environnement. |l existe un déterminisme
environnemental qui répond et module le déterminisme génétique. Méme si cette
approche est évidemment nécessaire, puisque personne ne peut nier sérieusement
l'influence de l'environnement sur l'expression génétique, elle ressort plus d'une
démarche de description que d'explication. Elle est vouée a faire intervenir des
hypothéses ad hoc pour chaque environnement. Elle est une formalisation du fait que
les influences environnementales et génétiques sur le phénotype sont étroitement
intriquées. Cela relativise le déterminisme génétique, mais ne le remet pas en cause
radicalement.

La théorie de l'information de position, enfin, propose que les cellules d'un organisme
puissent "connaitre" leur position dans I'organisme, grace a l'existence de gradient
morphogénétique traversant I'organisme (Wolpert, 1969). Chacun de ces gradients
définirait un axe de coordonnées, et l'intégration de ces différents actes permettrait a
la cellule de "savoir" ou elle se situe dans cet "espace des gradients", et par exemple,
de se différencier de maniére adéquate. Ces gradients d'orientations différentes

permettraient, par leurs interactions, et différents effets de seuil, de créer de la
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Figure 4 : Gradients morphogeénes et information de position

L'existence de gradients morphogénes peut étre montré chez I'hydre par des
greffes. (a) Hydres donneuse et receveuse. L'hydre est constituée d'un axe apical
(1) - basal (8). Le pdle apical est la zone de I'hypostome (téte) On peut induire la
formation d'un hypostome secondaire latéral en position basale par des greffes.

(b) En fonction de l'origine de la greffe le long de I'axe, la fréquence de formation de
I'nypostome secondaire varie.



discontinuité, dans un espace initialement continu. Ceci serait en relation avec le
nombre fini de types cellulaires connus (dont on peut noter incidemment que la
définition est trés arbitraire). Depuis, ces gradients ont souvent été effectivement
observés, notamment dans le cadre du développement embryonnaire. lls sont
corrélés a des expressions de genes particuliéres.

Mais on peut constater que si cette théorie nuance l'importance de l'information
génétique dans la voie de différenciation, c'est pour la remplacer par une autre forme
d'information, comme son intitulé le démontre. A bien des égards, c'est de nouveau
une externalisation partielle de la programmation du développement, qui ne remet
pas celle-ci en cause.

On peut d'ailleurs s'interroger sur l'interprétation des résultats expérimentaux qui ont
contribué a accréditer cette théorie. Ces expériences sur des hydres (Webster et
Wolpert, 1966) reposent sur des greffes. On greffe par exemple une portion de la
partie apicale d'une hydre donneuse dans la partie basale d'une hydre receveuse.
On observe dans quelle mesure cette greffe modifie le devenir des différentes
portions de la receveuse. On constate bien un effet inductif. Mais, fait notable, cet
effet se mesure non pas par son niveau, mais par le nombre d'implants ayant un effet
inducteur, autrement dit par leur fréquence (Figure 4). Ce qui est décrit comme une
information de position agit donc par une augmentation de fréquence des
événements que par une spécification de ceux-ci. L'existence, dans chaque cas de
greffe, d'une proportion non nulle (et non négligeable) de résultats non conformes,
souligne la marge de manceuvre dont disposent les cellules pour s'engager ou non,

avec une certaine probabilité, dans une voie de différenciation.
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La critique du génocentrisme est parfois confondue a tort avec une critique du
darwinisme méme, voire un retour aux idées prédarwiniennes (voir l'article de
Kirschner, et al., 2000, fournissant plusieurs éléments de critique du génocentrisme,
mais qui est curieusement intitulé "Molecular Vitalism"). Charles Darwin ne
connaissait évidemment pas I'ADN, et cet amalgame ne doit pas tromper. En ce qui
concerne nos propositions, il est évident qu'il s'agit d'un élargissement du darwinisme
et des dynamiques de hasard-sélection au sein de populations clonales, et non pas

de leur négation.

L'ensemble de ces éléments est de nature a nous faire penser que le déterminisme
est en crise. On a vu les différentes critiques qui ont conduit a en nuancer le contenu.
Elles ont permis un temps d'en sauver l'essentiel. Mais la spécificité, biais
d'observation intrinséque des connaissances transitoires, céde le pas a une vision
dégénérée des interactions moléculaires. La notion de programme s'accommode de
toutes les nuances jusqu'a des contradictions internes. La centralité du génome est
largement contestée. Les résultats s'accumulent qui nécessitent, selon cette logique,
de nouvelles hypothéses ad hoc. Celles-ci, qui se multiplieront encore, font reposer
de plus en plus la pensée déterministe sur un socle d'hypothéses périphériques et
fragmentaires.

Ce faisant, ce n'est plus a un assouplissement mais a une fragilisation de cette
approche que nous sommes confrontés. Cela légitime la recherche d'un paradigme
nouveau.

Soulignons ici la différence qu'il peut y avoir entre déterminisme et réductionnisme et
les conséquences du passage progressif de I'un a l'autre. Comme le souligne Jean

Gayon, "l'enjeu du déterminisme génétique est la possibilité de prédire le phénotype
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d'un organisme (...) a partir de son génotype"(Gayon, 2003). On a vu les raisons
différentes pour lesquelles il semble illusoire de croire a cette possibilité. La
génétique est passée du déterminisme au réductionnisme dont le but n'est pas de
prédire mais d'expliquer les phénoménes. Cette approche est parfaitement adaptée
pour isoler une voie de régulation, étudier les relations entre les molécules qui la
composent, mais ne permet pas de prévoir la maniére dont cette voie va s'insérer
dans le contexte plus large du génome en relation avec l'organisme, la maniére dont
elle va suppléer des voies similaires ou elle méme étre supplée par d'autres, la
maniére dont elle va inhiber des voies antagonistes ou étre inhibée par elles. Or ce
sont ces questions qui idéalement, si elles trouvaient des réponses, pourraient servir
le projet déterministe. Mais plus nos connaissances sur la complexité des relations

intergéniques progressent, plus nous savons que cet espoir est vain.
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Il. Enoncé de I'hypothése endodarwinienne.

Il semble nécessaire, au vu des données précédentes et de I'essoufflement de la
capacité prédictive du modeéle instructionniste dominant, de chercher dans les
ressources propres de la biologie les outils qui nous permettraient de proposer un
cadre de lecture renouvelé des phénoménes observés. La pertinence de cette
proposition pourrait s'apprécier notamment par sa capacité, non pas a contredire les
analyses préexistantes, mais a les englober dans un contexte plus large. Pour
asseoir sa scientificité, elle devrait pouvoir étre testable et réfutable, caractéres qui

échappent de plus en plus a la logique instructionniste.

Il. A Un paralléle historique

Il apparait qu'on peut trouver dans le corpus biologique une idée féconde qui a
répondu, a une échelle différente, a un probléme similaire. Cette idée fut si largement
combattue, disséquée et nuancée mais finalement admise et renforcée, que cela
nous fournirait en outre un avantage pour en tester la pertinence dans notre systéme,
eu égard a lI'expérience capitalisée des contestations historiques. Cette idée est celle
de sélection naturelle (Darwin, 1859). Défendue par Charles Darwin et son
contemporain Alfred Wallace, elle était une réponse a l'essentialisme fixiste. Pour
celui-ci, et ses défenseurs, le monde vivant, résultant d'une création d'ordre divin,
était immuable. Prétendre que les espéces pouvaient descendre d'autres espéces, et

donc ne pas étres des créatures initiales, était impensable. La pensée transformiste
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mit a bas cette certitude qui n'était d'ailleurs pas d'ordre scientifique mais idéologique.
Elle ne se limite d'ailleurs pas au darwinisme et lui préexistait. Jean-Baptiste
Lamarck notamment formula avant lui, une théorie de la transformation des espéces
(Lamarck, 1809). Il faisait reposer le mécanisme de celle-ci sur une transmission a sa
descendance de caracteres acquis par un individu au cours de son existence. En
tant que tel ce mécanisme ne nécessite pas de compétition entre individus. Ce que le
darwinisme a d'original, au sein du courant transformiste, c'est d'avoir pris
conscience, d'une part, que des variations inter individuelles présentes a la
naissance existent (ce qui conduit a ne pas considérer comme indispensable
I'acquisition de caractéres), et d'autre part, par l'intermédiaire des travaux de Thomas
Malthus, que I'on ne pouvait mathématiquement pas fournir des ressources a tous
les individus d'une méme population, étant considéré son rythme exponentiel de
prolifération. Ce constat impose l'idée de compétition pour les ressources, qui
transforme de fait cette approche descriptive en une approche intrinséquement
dynamique.

Ainsi ce n'est pas tant I'nérédité des caractéres acquis qui différencie ces deux
approches, d'autant plus que Darwin la postulait comme Lamarck (méme s'il n'en
faisait pas le moteur de sa sélection). La différence principale est que Darwin trouve
dans la compétition pour les ressources le moteur pour que la dynamique
enclenchée ne cesse de s'entretenir et de se répandre, une fois la vie apparue. C'est
d'ailleurs un caractére fondamental de I'approche darwinienne. Elle combine une
dimension descriptive, en cohérence avec les observations, a une dimension
dynamique, en fournissant des arguments décisifs pour une explication de la
persistance dans le temps des phénomeénes. L'approche fixiste, ou méme le

transformisme lamarckien, pouvaient a la rigueur décrire le monde vivant tel qu'il était
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Figure 5 : L'hypothése endodarwinienne.

Dans une population de cellules clonales (méme génome schématisé par un
ovale bleu), les cellules sont a priori hétérogénes quant a leur profil
d'expression geénétique. Elles se stabilisent et s'adaptent aux conditions
environnementales soit parce que leur profil d'expression est déja adapté
(cas 2 et 4) soit parce que leur comportement exploratoire aléatoire leur
permet d'exprimer finalement une combinaison de génes adaptée (cas
1).D'autres cellules ne trouvent pas les combinaisons adéquates et meurent
(cas 3 et 5). Il en résulte une multiplication préférentielle des cellules ayant
les profils adaptés (B donne B1 et B2, D donne D1 et D2). Cela concourt a
une homogénéisation de la population cellulaire.



a un instant donné, mais ne possédaient pas les ressources propres pour expliquer
que face a une catastrophe par exemple, les espéces vivantes s'adaptent et
surmontent I'épreuve. Nous montrerons que cette remarque a des répercussions sur

nos propositions.

Il. B L'hypothése endodarwinienne

Nous proposons que cette dynamique de compétition pour les ressources qui
présuppose des variations individuelles, soit transposée au sein des relations
intercellulaires d'un méme organisme. Quand bien méme celles-ci partagent le
méme génome, en raison de leur origine clonale, rien ne permet d'exclure qu'elles
puissent, dans I'utilisation différentielle de leur génome, entrer en compétition pour
des ressources de divers ordres et de transmettre cet avantage a leur descendantes
avec souplesse et adaptabilité. A la différence de I'approche classique qui propose
que les cellules répondent de maniere intégrée, et donc ordonnée, a des signaux,
nous proposons que le hasard soit a l'origine de I'état d'expression des cellules,
hasard qui est dans un second temps stabilisé, en une dynamique
hasard/stabilisation analogue au hasard et a la sélection (Figure 5).

Nous proposons que par défaut, les cellules d'un méme organisme, mais plus
précisement d'un méme tissu, expriment leurs genes de maniere stochastique et que
cet aléa d'expression a priori entraine une sélection des profils d'expression
genétique les plus appropriés. Les cellules agissent ici dans leur intérét immeédiat, qui
est l'accés aux ressources, sans prédétermination. Il s'agit donc d'une forme de
sélection naturelle qui se fonde non pas sur les différences génétiques entre cellules,

puisque sur ce plan elles sont clonales et donc homogénes, mais sur ['utilisation
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différentielle des génes dans le cadre de ce génome commun. C'est cette dynamique
que nous appelons dynamique endodarwinienne rythmée par le hasard (expression
stochastique) et la sélection (stabilisation des profils d'expression). Dans cette
perspective, le génome peut étre considéré comme la mémoire de la cellule. Au sein
d'une cellule soumise a des variations environnementales permanentes auxquelles
elle doit réagir, le génome représente I'histoire des réponses évolutives trouvées et
archivées par la lignée cellulaire, ce qui lui permet a son tour de réagir de maniere

probabiliste.

. C Nécessité pour I'hypothése endodarwinienne d'expliquer Ila

reproductibilité des phénomeénes.

II. C 1 Un paradoxe apparent

Le déterminisme génétique explique la reproductibilité et la précision des
phénoménes du vivant. L'approche probabiliste doit le faire tout autant. D'un point de
vue déterministe, la reproductibilité des réactions s'explique par le fait que leur
support, les génes se transmettent physiquement. Confrontées aux mémes
conditions, des cellules pourvues du méme génome pourront y répondre de la méme
maniere. Dans une population, la variabilité pour un géne est a priori un parameétre
mesurable, au sens ou il est possible de déterminer la proportion de chaque alléle
dans la population. Par opposition, on doute, dans un premier temps, que la
variabilité de I'expression génétique soit un parametre suffisamment solide pour étre
le support d'une sélection, puisque l'on imagine mal comment elle pourrait étre

héritable. On congoit difficilement qu'une "variabilité d'expression" se transmette. En
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effet, il parait surprenant d'alléguer que dans deux organismes donnés, a un méme
stade du développement et dans un tissu donné, I'expression génétique aléatoire
intercellulaire, puisse produire le méme résultat, par exemple la formation d'un
organe dans le cadre de I'embryogenése.

En d'autres termes c'est la reproductibilité d'un phénoméne reposant sur le hasard

qui est difficilement acceptable a priori.

II. C 2 Les arguments pour résoudre ce paradoxe.

I11. C 2 a La stabilisation limite les choix

On peut proposer plusieurs réponses de divers ordres a ce paradoxe.

-La premiere, c'est que ce phénoméne ne repose pas sur le hasard, mais sur le
binbme hasard/sélection. La reproductibilité de ce phénoméne ne doit pas étre
congcue comme provenant seulement de la stochasticité supposée de I'expression
génétique mais de deux "forces" , la premiére étant cette expression stochastique et
la seconde étant la stabilisation des profils d'expression qui sont adaptés au milieu et
a l'instant. Cette seconde phase structure la population cellulaire en une restriction
de I'espace des possibilités vers I'espace de la viabilité. Si chaque cellule est affectée
d'une probabilité p d'exprimer une combinaison de géne adaptée, plus la taille de la
population sera grande, plus la probabilité de voir se réaliser des profils d'expression
appropriés au contexte (et permettre aux cellules concernées de coloniser le milieu)

sera grande. Et donc plus la reproductibilité sera grande.
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Figure 6 : Stabilisation d'un profil aléatoire.

Dans ce modeéle, le rdle des interactions cellulaires est de stabiliser les
cellules différenciées spontanément en A ou B (avec des probabilités
respectives a ou b) plutdt que d'étre la cause des différenciations. Les
cellules A et B se stabilisent par des interactions entre molécules de surface.
En effet, celles-ci déclenchent des cascades de kinases/phosphatases non
spécifiques qui stabilisent I'expression des génes et donc stabilisent le profil
de chacune.



-La seconde c'est qu'il est possible d'envisager la stabilisation d'un profil aléatoire
sans faire appel a des régulateurs spécifiques. Méme si cette question fondamentale
dépasse quelque peu le cadre de ce travail, on peut ici rappeler des propositions
théoriques qui permettent d'envisager une réponse non déterministe a cette question
(Kupiec, 1996). Supposons deux cellules (Figure 6). Chacune est susceptible
d'exprimer au hasard un géne a ou b. Ces génes codent pour des protéines de
surface A et B. Supposons désormais que seule l'interaction moléculaire A-B (par
opposition a A-A ou B-B) conduise a une stabilisation de I'expression de chaque
gene dans chaque cellule, par un processus de (dé)phosphorylation non-spécifique
du régulateur qui augmentera la stabilité son affinité pour le géne sur lequel il est fixé
(a dans l'une, b dans l'autre). La stabilisation a donc lieu sans instruction spécifique.
Cette proposition schématique pourrait servir de cadre a enrichir. L'auteur note que
les homéogénes sont proches en termes de structure mais varient par leur affinité
pour une séquence donnée, qui est décroissante au fur et a mesure de I'activation de

ces différents homéogénes (Pellerin, et al. 1994).

1I. C 2 b Un phénomene aléatoire est statistiquement reproductible

Penser qu'un phénomeéne aléatoire n'est pas reproductible est un contresens. si les
événements eélémentaires sont imprévisibles, le phénomene global, est reproductible
statistiquement. Dans le contexte de I'hypothése endodarwinienne, les cellules vont
réagir a une variation environnementale (pris au sens le plus large, incluant les
cellules voisines) comme a un stress, auquel elles vont répondre de maniére
aléatoire. Cette variété de réactions possibles va se distribuer autour d'une moyenne,

et cette distribution sera d'autant plus reproductible que le nombre d'événements
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élémentaires sera grand. La reproductibilité de cette distribution est la condition
nécessaire et suffisante pour qu'un crible sélectif puisse se mettre en place, et il est
superflu de supposer que les cellules réagissent de maniére homogene. Si cette
distribution des configurations observées est reproduite, il se trouvera parmi les
cellules des individus qui réagiront de maniére adéquate a la variation de milieu et
qui pourront se répandre au détriment des autres. Le nombre d'événements
élémentaires, ici le nombre de cellules réagissant a une variation environnementale
est un parametre déterminant pour prévoir si un systéme donné peut ou non ressortir
d'une dynamique endodarwinienne. Nous y reviendrons quand nous aborderons les

limites de I'nypothése.

1. C 2 ¢ Transmissibilité d'un profil d'expression aléatoire

Puisque nous venons de montrer a plusieurs titres comment un phénomene aléatoire
peut étre reproductible, il reste a envisager les modalités par lesquelles il peut étre
transmis. Comment envisager, dans un modéle probabiliste, que les cellules
sélectionnées transmettent a leurs descendantes le profil d'expression adéquat ? On
peut répondre de deux maniéres différentes. La premiére c'est de postuler que la
sélection s'opére continlment génération aprés génération, chacune reproduisant
une variabilité d'événements élémentaires. Il n'y aurait pas a proprement parler de
transmissibilité directe, mais plutdt une "transmission statistique", et stabilisation
continuelle, par exemple selon le modéle évoqué ci-dessus.

Mais il est possible de postuler une transmission directe, c'est-a-dire qu'une fois le
profil adapté "trouvé", il pourrait étre transmis concrétement aux cellules filles, en leur

"épargnant" un comportement exploratoire. Ceci est en rapport avec la structure
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Figure 7 : Variabilité du positionnement des chromosomes.

A. Pour une paire de chromosomes donnée, on peut observer des positions
radiales différentes pour chacun, d'un noyau a l'autre. Or cette position
radiale est corrélée avec le niveau d'expression. |l existe une distribution
radiale de ces positions que I'on peut représenter de deux maniéres (B et C)



tridimensionnelle de la chromatine. Une littérature récente a précisément et
physiquement décrit la notion de territoires chromosomiques. Les auteurs de ce
champ d'investigation récent soulignent que les chromosomes, a l'interphase, ne se
retrouvent pas dans des positions aléatoires. lls occupent des zones topographiques
précises, baptisées territoires chromosomiques. Ces zones peuvent étre trés
contournées, mais ne s'interpénétrent pas, ce qui est nécessaire a la recondensation
de chacun des chromosomes. Cette répartition chromosomique n'est pas absolue,
elle posséde une certaine souplesse, mais elle n'est pas non plus totalement
aléatoire. On note par exemple que des positions relatives entre territoires
chromosomiques sont corrélées de maniére statistiquement significative (mais pas
absolue). Cette topographie tridimensionnelle dynamique est en relation avec
I'accessibilité de certaines séquences aux facteurs de transcription. Une observation
complémentaire est que la position radiale d'une portion de chromosome (distance
par rapport au centre du noyau) peut étre corrélée a la précocité de sa réplication
(Parada, et al., 2003). En résumé, on observe que les positions relatives et absolues
des chromosomes ne sont pas aléatoires et qu'elles sont corrélées au niveau
d'expression des genes (Figure 7). Nous sommes donc en présence d'une
explication physique potentielle de la transmissibilité individuelle et directe d'un profil
d'expression d'une cellule mére aux cellules filles. Si la configuration spatiale de
I'ensemble des chromosomes d'une cellule est en relation avec l'expression des
genes, elle peut étre un mode de description du profil d'expression. Si en outre cette
configuration est transmissible, alors, le profil d'expression est dans une certaine
mesure transmissible. C'est ce qu'ont constaté deux équipes qui ont montré que de
maniére étonnante, ces configurations sont transmissibles méme aprés un passage

par une mitose (Walter, et al., 2003 ; Gerlich, et al., 2003). Il est trés notable de
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constater par ailleurs que cette transmissibilité est souple. On montre par exemple
que ce profil d'expression se retrouve d'une génération a la suivante avec une
certaine probabilité, mais que ce lien se dégrade si I'on compare des organisations
nucléaires a deux geénérations cellulaires d'intervalle. Nous sommes donc
typiqguement devant un phénoméne souple qui posséde a la fois une variabilité et une
transmissibilité, et qui est corrélé a l'expression génétique, ce qui en fait un objet
d'étude désigné pour I'approche endodarwinienne. Il convient cependant ici de rester
prudent. L'héritabilité des topographies chromosomiques est un sujet d'intérét récent,
et il semble trop to6t pour accorder avec confiance a cette corrélation un réle causal
dans I'expression génétique. |l n'est pas a exclure qu'elle en soit une conséquence,
ou que les deux phénoménes soient des conséquences paralleles d'une cause non
encore identifiée. Néanmoins, la littérature sur ce sujet fait appel a I'expression
génétique stochastique comme lien possible avec ces observations (Parada, et al.,

2003).

Ainsi, il semble possible de faire reposer I'acquisition reproductible et la transmission
de profils d'expression adaptés sur des paramétres qui n'impliquent pas de spécificité
ou de programme, mais qui au contraire sont souples et adaptables. Comment

concilier cette approche avec le modéle déterministe ?

Il. D Relation entre paradigme déterministe et paradigme probabiliste.

II. D 1 Un déterminisme rationalisé tolere une dimension stochastique.
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La dynamique endodarwinienne que nous proposons parait s'opposer a l'approche
instructionniste classique. En proposant que les cellules ne répondent pas de
maniére déterminée a un stimulus environnemental, mais de maniére aléatoire, il
pourrait sembler que nous contredisions I'approche classique, qui a longtemps été
efficace, et a longtemps fourni un cadre de lecture qui permettait de résoudre de
nombreux problémes biologiques. Comment expliquer alors que nous nous posions
en opposition a cette approche longtemps féconde ? Et comment alors entreprendre
de réexpliquer les phénomenes antérieurement décrits a la lueur de cette nouvelle
grille d'analyse ?

La réponse a ces questions légitimes est en fait assez simple : la dynamique
endodarwinienne ne s'oppose pas a l'approche instructionniste. Nous allons essayer
de montrer ici qu'elle ne se substitue pas a elle, mais qu'elle I'englobe : nous
chercherons a démontrer que l'approche instructionniste est a la fois un cas
particulier de I'approche endodarwinienne, une premiére approximation et une limite.
Nous proposons donc ici un paradigme englobant I'approche traditionnelle.

Il faut d'abord chercher a comprendre comment le déterminisme, au-dela des
spéculations théoriques initiales, s'est aussi imposé expérimentalement comme le
principe de base du fonctionnement biologique. Les pionniers de la biologie
moléculaire ne disposaient pas des outils discriminants qui leur auraient permis de
savoir si les cellules clonales se comportaient ou non de maniere hétérogene, méme
si certains ont pu le postuler (Lederberg, 1959). Répondre a une telle question aurait
nécessité d'étudier I'expression géneétique au niveau de la cellule unique, ce qui ne
fut possible que tardivement. On a donc, en premiére approximation, extrapolé des
résultats d'observations globales. Une population supposée homogéne de milliers ou

millions de cellules était analysée, ses ARN (reflets de I'expression génétique) ou
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protéines purifiés et identifiés, et I'on en déduisait I'activité d'une cellule supposée
représenter le tissu dans son ensemble. Le probléme est que cette démarche ne
permettait de n’évaluer que la moyenne de l'expression génétique d'un grand
nombre de cellules et induisait en fait un parti pris théorique : elle présupposait que
toutes les cellules d'un méme tissu exprimaient les mémes génes, donc que le
mécanisme a la base de ce phénoméne était déterministe. Alors méme que la nature
de ce meécanisme était précisément une des énigmes a résoudre. Par ce
raisonnement circulaire, L'éventualité d'une variabilité aléatoire d’expression de
cellule a cellule, preuve potentielle, au contraire, d'un mécanisme probabiliste, fut
d’emblée gommeée par un biais d'observation.

Dans ce contexte déterministe, I'expression stochastique des génes n'est pas inédite
en tant que telle, mais on ne lui accordait pas le statut que lui donne l'approche
endodarwinienne. L'étude de I'expression stochastique des génes trouvait jusqu'ici
sa justification dans I'étude du bruit de fond de I'expression génétique, étant donné
que chacun s'accorde désormais a penser qu'un déterminisme strict ne serait pas
crédible au vu des observations. L'expression stochastique n'était pas ignorée
jusqu'ici, y compris a l'intérieur du modele déterministe, mais son statut était
radicalement différent : elle y est décrite comme un élément de souplesse injecté
dans le systéme, voir comme la confirmation que comme les systémes vivants ne
sont pas parfaits, ils produisent inévitablement des réactions non conformes, a la
marge. Mais une prise de conscience progressive de l'importance de la dimension
stochastique de l'expression génétique conduisit certains auteurs a lui proposer un
réle : on constata que la structure de certaines boucles de régulations simples, au
fonctionnement déterministe, peut aboutir a des équilibre bistables qui créent de la

diversité. En ce sens, jusqu'a présent, I'analyse déterministe englobait la possibilité
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d'une expression stochastique en tant que bruit de fond inévitable, voire
sporadiquement créateur de diversité, mais toujours dans le cadre d'une régulation
fine qui permet d'en limiter les excés par des contréles spécifiques (McAdams et

Arkin, 1999).

II. D 2 Le paradigme probabiliste englobe le paradigme déterministe

Notre approche est différente, nous proposons que les mécanismes d'apparence
déterministe, quel que soit le niveau d'observation auquel on les étudie, ne soient
que la résultante d'une observation moyenne qui masque les variabilités individuelles.
On peut méme envisager qu'au sein d'une méme cellule, un mécanisme puisse avoir
I'apparence du déterminisme, pour la simple raison que la variabilité est tres
resserrée autour de la moyenne des phénoménes observés. Reprenons le cas du
code génétique. Les ARN de transfert sont le support physique de la correspondance
du code génétique. lls associent I'acide aminé au codon correspondant. L'explication
physico-chimique de cette association est une affinité préférentielle qui pour étre tres
forte, n'en est pas pour autant absolue. Abstraction faite du rétrocontréle ultérieur,
ces associations ont donc une probabilité non certaine de se réaliser "correctement”,
méme si cette probabilité est trés proche de p=1. La prétendue spécificité alléguée a
ce genre de mécanisme n'est en fait qu'une premiére approximation, dans le sens ou,
la probabilité étant trés proche de 1, il n'est pas nécessaire de rentrer dans les
détails de sa valeur précise. Dans cet exemple, il y a bien un parti pris fonctionnel,
méme s'il reste implicite, pour se contenter de cette approximation, parce qu'elle
suffit a expliquer le phénomeéne de la traduction. Que ce parti pris soit dans de
nombreux cas justifié, qu'il soit souvent inutile de rentrer dans un questionnement sur

la valeur exacte de la probabilité de survenue d'une réaction chimique, par exemple
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Figure 8 : Le déterminisme, cas particulier du probabilisme.

Un phénomeéne probabiliste se distribue autour d'une moyenne. On
suppose qu'une réaction biologique donnée est enclenchée si le
phénoméne se place entre les valeurs de la "zone d'effet". Si la
distribution du phénomeéne est large (courbe rouge), seule une partie des
cas se situera dans la zone d'effet et donnera une réponse. Si la
distribution est trés resserrée, la totalité des cas pourra donner lieu a une
réponse, on aura l'impression d'un déterminisme fonctionnel, méme si le
phénoméne garde intrinséquement sa dimension probabiliste.



dans le cas ou elle est trés proche de un ou trés proche de zéro, cela est Iégitime. Ce
qui ne l'est rigoureusement pas c'est de considérer que parce que ces
approximations sont souvent suffisantes, elles peuvent se substituer a la réalité des
faits, et servir de justification théorique a une approche générale de la biologie
moléculaire reposant sur la "spécificité". Or, en toute rigueur, la spécificité n'existe
pas en biologie. Et de fait, ces premiéres approximations sont les limites
mathématiques de probabilités. Elles en sont des cas particuliers. L'exemple du code
génétique était caricatural (encore qu'une "erreur" non "corrigée", au stade de la
traduction, puisse bien slir occasionner des conséquences graves). Mais on
concédera que dans le domaine de l'expression génétique, les probabilités sont
souvent trés éloignées de "zéro" ou de "un".

C'est pourquoi la dynamique endodarwinienne est une proposition plus large qui
inclut les dynamiques apparemment déterministes. En proposant que l'expression
d'un géne dans un contexte donné soit une probabilité, elle inclut I'ensemble des
possibles, y compris les plus extrémes, y compris les limites théoriques (Figure 8).
Remarquons enfin que cette approche est économe en hypothéses. Dans le cadre
d'une dynamique déterministe, il est nécessaire de supposer l'existence de
mécanismes contrélant I'expression génétique dans chaque cellule de maniére a ce
que cette expression soit en adéquation avec les besoins de cette derniére. De fait,
de tels mécanismes de controle de I'expression génétique existent, ou sont a tout le
moins décrits comme tels. Mais dans l'approche endodarwinienne, il n'est pas
nécessaire de présupposer, en théorie, de mécanismes de contrdle colteux, en
énergie, en ressources, et en précision. Le contrdle de I'adéquation de I'expression
génétique aux besoins de la cellule est une caractéristique émergente de la

dynamique endodarwinienne, qui se fait mécaniquement par le principe de sélection
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et qui peut soit inciter la cellule "non adaptée" a poursuivre I'expression aléatoire
jusqu'a ce qu'elle exprime une combinaison adaptée de génes, soit I'éliminer. Nous
verrons que les mécanismes de contréle peuvent étre compris de maniére différente,

comme des canalisateurs évolutifs.
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Avant de présenter les tests expérimentaux par lesquels nous avons cherché a
contribuer a la mise a disposition de techniques permettant de révéler et mesurer la
stochasticité de l'expression génétique et de la méthylation de I'ADN, nous avons
considéeré qu'il était a indispensable de chercher dans la littérature les indices allant
potentiellement dans le sens de I'hypothése endodarwinienne. Nous proposons ici
une sytnhese des données expérimentales accréditant I'existence d'une expression
stochastique généralisée des génes, qui est la base nécessaire d'un mécanisme
endodarwinien, et par ailleurs la remise en cause fondamentale de la notion de
"programme géneétique”.

Puis a travers une approche bibliographique de deux domaines ou la notion de
programmation est souvent prépondérante, le développement et I'apoptose, nous
tenterons de montrer qu'une autre approche de ces disciplines est possible et que
nos propositions visant a critiquer le déterminisme en biologie sont compatibles avec
les phénoménes observés. Proposer une grille de lecture renouvelée des
phénoménes biologiques nous conduit logiqguement a chercher si celle-ci propose
des axes de cohérence forts dans les contextes ou elle est a priori la moins attendue.
Elle permettra aussi de voir dans quelle mesure certains phénomeénes peuvent étre
expliqués de maniére diverse, voire contradictoire, ce qui pourra révéler qu'il est
parfois impossible de trancher entre les différents modéles en I'absence de données
complémentaires. Une attitude rationnelle face a ce type d'indécision n'est alors pas
d'en justifier un de maniére arbitraire, mais de chercher alors lequel des deux cadres
explicatifs est le plus parcimonieux. On tentera de convaincre que l'approche

endodarwinienne l'est plus que I'approche déterministe classique.
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I Les observations expérimentales de variabilité non génétique et

de stochasticité de I'expression génétique

I. A Variété des phénoménes biochimiques stochastiques

Dans le contexte de la biologie moléculaire et de son paradigme déterministe, on
trouve néanmoins dans la littérature des éléments d'approche probabiliste qui
pourraient étre la base de dynamiques endodarwiniennes, méme si celles-ci ne sont
que trés peu souvent envisagées. Ce paradoxe au sein du paradigme dominant pose
la question du statut de ces exemples. Sont-ils des exceptions marginales au sein
d'un ensemble incroyablement plus large de données allant dans un sens
déterministe ? Sont-ils la base d'une possible réfutation expérimentale de ce
paradigme ? On tentera de montrer que la diversité des situations physiologiques
auxquelles elles se rattachent, et leur dispersion au sein du monde vivant, semble
plaider pour la seconde hypothese, a moins de supposer de nombreuses et
sporadiques apparitions, hypothese peu parcimonieuse. C'est donc une mise en
cohérence de ces observations que nous proposons ici, inédite a notre connaissance.
Toutes ne ressortent pas strictement d'une dynamique endodarwinienne, mais elles
ont en commun une approche probabiliste et un recul pris par rapport a l'identité

génétique comme source d'homogeénéité.

I. A 1 Large présence des phénomenes stochastiques
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L'étude des phénomenes stochastiques au sein d'un organisme, au niveau cellulaire
ou tissulaire, est trés documentée. Les phénomenes stochastiques au niveau
cellulaire sont nombreux et ne doivent pas étre confondus entre eux. Si on
s’attardera sur la problématique particuliere de I'expression génétique on peut
néanmoins remarquer que plusieurs travaux ont aussi porté sur l'influence de la
stochasticité sur la phosphorylation et la méthylation (nous y reviendrons par ailleurs),
sur certains effets de résonance moléculaire (Dean Astumian, et al., 1997) et méme
de certaines composantes de la régulation du cycle cellulaire. Des aspects
stochastiques ont été décrit dans différents aspects de la cancérogenése : la
simulation de modeéles de carcinogenése depuis cinquante ans fait appel a des
composantes stochastiques (Armitage et Doll, 1954) pour décrire les dynamiques
des mutations génétiques associeées a l'apparition des tumeurs ou plus récemment
pour décrire I'élimination des cellules cancéreuses (Michor, et al., 2003). Nous
sortons ici du cadre de I'endodarwinisme, puisque la tumorigenése repose dans ces
modeles sur une ou des mutations génétiques malignes, mais c'est la stochasticité
du modéle, et donc sa non-programmation, que nous mettons en avant. De la méme
maniéere, les mécanismes de vieillissement cellulaire, par modification des téloméres
(et donc la encore, modifications génétiques) ont une composante stochastique
(Rubelj et Vondracek, 1999). Enfin Gerhart et Kirschner consacrent un chapitre entier
de leur ouvrage de synthése (Gerhart et Kirschner, 1997) a ce qu'ils nomment les
mécanismes exploratoires, regroupant des cas de progression par essai/erreur
conceptuellement semblables aux dynamiques endodarwiniennes, mais a différents
niveaux du vivant, celui de l'individu (recherche de nourriture chez les fourmis) qui
nous intéresse peu ici, mais aussi celui systemes immunitaires et nerveux déja

décrits (Cf. infra), de l'angiogenése et de la trachéogenése, et enfin au niveau
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subcellulaire, dans le comportement dynamique du cytosquelette. Ce niveau
subcellulaire présente aussi une autre dynamique qui pourrait présenter des
similitudes avec I'endodarwinisme : il s'agit de la répartition apparemment stabilisée
des territoires chromosomiques a l'intérieur du noyau, en rapport avec le niveau
d'expression des génes qu'ils contiennent. Enfin, la ségrégation aléatoire des
organites cellulaires, et notamment des chloroplastes, a été théorisée (Birky et
Skavaril, 1984) et observée (Hennis et Birky, 1984). Ces observations ont montré
que consécutivement a une partition inégale, un mécanisme de rééquilibrage a
posteriori existait. Notons que si ces exemples subcellulaires peuvent présenter un
profil hasard/stabilisation, ils ne ressortent pas de I'endodarwinisme au sens strict car
il n'y a pas de sélection d'une unité de reproduction, comme peut I'étre la cellule
(analogue en cela a l'unité de sélection qu'est l'individu dans le cadre classique de la
sélection naturelle). Il y a seulement une stabilisation d'états particuliers.

Ces exemples variés montrent que la dimension stochastique des phénoménes
biochimiques est une donnée fondamentale qui doit étre prise en compte pour une

meilleure compréhension des mécanismes du vivant.

I. A. 2 De nombreux systémes ou une variabilité non génétique est observée

1. A. 2 a Variabilité chez les procaryotes

Chez les procaryotes, une hétérogénéité non génétique a été étudiée dans le cadre
de la variation de taille des population de bactériophages (Delbruck ,1945), dans les

temps de divisions cellulaires bactériennes (Powell 1956, 1958), dans l'alternative
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lyse/lysogénie des bactéries infectées par le phage A, dans l'induction ou la
répression de bactéries cultivées sous induction LacZ (Novick et Viener, 1957 ;
Benzer, 1953 ; Maloney et Rotman, 1973 ; Tolker Nielsen, et al., 1998), dans le
comportement natatoire des bactéries flagellées (Spudich et Koshland, 1976), dans
la variation aléatoire du géne (fliC ou fljB) qui code pour la flagelline de Salmonella
enterica (Stocker, 1949), dans l'induction de la différenciation (Russo-Marie, et al.,

1993, Chung, et al. 1994, Chung et Stephanopoulos 1995).

1. A. 2 b Variabilité intercellulaire dans les voies de différenciation

En accord avec un modéle probabiliste, des expériences sur de nombreuses lignées
ont démontré que leur cinétique de différenciation est mieux décrite lorsqu'on
assigne a chaque cellule une probabilité de se différencier par unité de temps. C'est
le cas des expériences pionnieres de Till sur des cellules souches hématopoiétiques
murines (Till, et al., 1964) renforcés bien plus tard (Mayani, et al., 1993 ; Abkowitz, et
al.., 1996). D'autres signes d'une variabilité d'expression ont été détectés dans des
lignées de mélanocytes (Bennett 1983), de myoblastes (Lin, et al., 1994), de cellules
de la crypte intestinale (Paulus, et al., 1993), d'hépatocytes (Michaelson, 1993 ;
accompagnée de sélection : Van Roon, et al., 1989), de chondrocytes (Bohme, 1995).
Un modéle de différenciation reposant sur une base stochastique a été proposé pour
les lymphocytes T (Davis, et al., 1993 ; Chan, et al., 1994), les lymphocytes B
(Deenick, et al., 1999), les érythrocytes (Hu, et al., 1997) et les cellules originaires de

la créte neurale (Baroffio, et al., 1992).
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1. A. 2 ¢ Hétérogénéité intercellulaire d'expression génétique dans un contexte

homogeéne

D'autres observations expérimentales de variabilité d'expression intercellulaire ont
été faites dans des lignées exprimant des génes rapporteurs sous contrble de
différents promoteurs. C'est le cas de la lignée macrophagique RAW 264 (Ross, et
al., 1994) transfectée de maniére stable par LTR-HIV1-LacZ. Des résultats
comparables ont été obtenus concernant I'expression de lacZ dans la lignée humaine
Jurkat sous contrdle de différents promoteurs ou éléments cis activateurs (Fiering, et
al., 1990), ainsi que pour des séquences cibles d'hormones stéroides (Ko, et al.,
1990) et dans des constructions de cellules expriment la luciférase sous divers
promoteurs (White, et al., 1995 ; Takasuka, 1998). Dans le cas de cellules murines
musculaires multinucléées, des différences d'expression internucléaires pour des
génes donnés, dans un contexte cytoplasmique supposé homogéne ont été

mesurées (Newlands, et al., 1998).

Plus surprenant encore est le cas I'expression hétéroallélique. Alors que les alleles
baignent dans un environnement transcriptionnel commun, des observations en
nombre croissant montrent que pour certains génes les deux alléles s'expriment
difféeremment. Cela peut étre d0 au phénoméne d'empreinte, sur lequel nous
reviendrons (méthylation différentielle des alléles en fonction de leur origine
parentale, conduisant a la répression de I'expression de I'un des deux). Mais dans de
nombreux cas, ce phénoméne tres dynamique et variant de cellule a cellule semble
étre di0 a une expression stochastique, notamment pour les génes

d'immunoglobulines (Nemazee, 2000), des récepteurs olfactifs (Chesset al, 1994), de
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la globine (Wijgerde, 1995) - ou cette variabilité est décrite comme héritable (de
Krom, 2002), des récepteurs T et NK (Held, et al., 1999),des cytokines IL-2 et IL-4

(Hollander, et al., 1998 ; Riviére, et al., 1998).

Ainsi tous ces exemples mettent en évidence le phénoméne de plasticité
phénotypique qui permet, sur la base d'un génome commun et par des dynamiques
aléatoires, de d'aboutir a une diversité qui peut permettre de répondre a un besoin de
souplesse dans l'adaptabilité a des fluctuations environnementales. Reste a
envisager des meécanismes qui permettent, dans un second temps, de stabiliser

certaines options.

I A. 3 Variabilité et stabilisation

1. A 3 a Des précurseurs

Postuler des compétitions a l'intérieur de I'organisme et donc son préalable, de la
diversité, est une idée ancienne. Elle fut proposée pour la premiére fois en 1881, par
I'embryologiste darwinien Wilhelm Roux, dans Der Kampf der Theile im Organismus -
Le combat entre les parties de I'organisme- (Roux, 1881), dans lequel il prévoyait
que les organes et les cellules puissent rentrer en compétition. Mais cette hypothése
resta isolée, et n'elt pas de postérité immédiate. Rappelons que dans le modéle
endodarwinien, la compétition est envisagée au niveau des cellules qui sont des
unités capable de se reproduire avec des taux différentiels en fonction de leur niveau
d'adaptation au milieu. Dans ce modeéle, la compétition entre organes, n'est pas

pertinente, ceux-ci ne se reproduisant pas. Cette hypothése fut reprise

63



sporadiquement comme telle, au seul niveau cellulaire, par Spiegelman, qui la
rebaptisa compétition physiologique (Spiegelman, 1945). Elle a enfin été remise au
golt du jour expérimentalement par les travaux de I'équipe de H. F. Nijhout (Nijhout
et Emlen, 1998, Klingenberg et Njhout, 1998). Ces travaux, qui portent sur des
Iépidoptéres et des hannetons, mettent en évidence que les relations entre organes
sont plus fondées sur la compétition que sur I'échange de signaux. Cette compétition
pour des ressources en quantité limitée, peut étre un des mécanismes de la
régulation de la taille de ces organes et une explication des processus de

symétrisation.

1. A 3 b Deux théories majeures

Mais ce sont deux théories majeures qui, au vingtieme siécle, firent appel a des
dynamiques de hasard et de sélection a lintérieur de I'organisme. Nous les
présentons ici succinctement, dans le but de mettre en évidence en quoi elle peuvent

se rapprocher ou rester distantes des hypothéses endodarwiniennes.

-La théorie de la sélection clonale.

La théorie de la sélection clonale a bouleversé l'immunologie a la fin des années
1950. Elle fut une réponse audacieuse a la question suivante : Face au nombre
énorme d'antigénes potentiellement présents, comment expliquer la diversité du
répertoire des anticorps de reconnaissance spécifique ? Jusque dans les années

1950, l'immunologie reposait sur une théorie dite instructive de synthése des
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anticorps. L'idée centrale était que les cellules synthétisaient des gammaglobulines
toutes identiques, qui étaient ultérieurement fagconnées par le contact avec un
antigéne, pour lui devenir complémentaire, et que ce "moulage" était alors inscrit
dans la mémoire génétique de la cellule, son génome. Cette théorie était un défi pour
le dogme central de la biologie moléculaire, qui présuppose le transfert
unidirectionnel d'information de I'ADN a la protéine. Elle semblait en effet supposer
une information dans le sens rétrograde. C'est en 1955 que Niels Jerne émet le
premier I'hypothése que les anticorps préexistent a I'antigéne, et sont présents en
une trés grande diversité dans l'organisme (Jerne, 1955). L'entrée d'un antigéne
n'entraine donc pas le "moulage" d'un anticorps spécifique, mais la reconnaissance
de [l'antigéne par son anticorps complémentaire préexistant, et ['activation
consécutive de processus cellulaires de fabrication en grande quantité de cet
anticorps. Burnet affinera cette théorie en 1957 en remplacgant le concept d'anticorps
soluble par celui de récepteur cellulaire, dont I'activation par un antigéne spécifique
va activer la cellule (qui ne porte qu'un type de récepteur). Toutes les cellules
produisant ce méme récepteur étant supposées de méme origine, I'nypothése prend
le nom de sélection clonale (Burnet, 1957). Cette hypothése va étre ardemment
débattue mais finalement admise quand en 1976, Tonegawa démontre la possibilité
de générer des millions d'anticorps différents avec seulement quelques génes, par
une mécanique de recombinaison génique (Tonegawa, 1976). Cette théorie, qui
présuppose une variabilité trés importante, puis une sélection, est clairement une
illustration d'un processus darwinien a l'intérieur d'un méme organisme. Elle repose
néanmoins sur une différence génétique entre cellules (aprés la recombinaison
génique) et s'éloigne en cela de notre propos qui est de supposer la possibilité d'une

compeétition a génome identique. Mais néanmoins, elle prouve qu'une dynamique de
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hasard (avec production en surnombre) et de sélection, peut étre pertinente au sein

des cellules d'un méme individu.

-La théorie de la stabilisation sélective des neurones

Proposée par Changeux en 1976, elle se place dans la continuité historique de
spéculations non démontrées ou formalisées depuis Ramon y Cajal (1899), sur la
coexistence de mécanismes de compétition et de régression au cours du
développement embryonnaire. C'est au cours d'une rencontre en 1972 organisée par
Edgar Morin que Changeux propose un développement des synapses sur le mode
""darwinien" mais de maniére épigénétique" (nous soulignons, comme s'il était
incongru qu'un phénomeéne darwinien ne soit pas entierement génétique) et sous le
contréle de Il'activité du réseau. |l formalisera cette proposition en 1973 et 1976, en
proposant un meécanisme plausible selon lequel, a certains points critiques du
développement, des contacts synaptiques surnuméraires sont formés et I'activité du
réseau stabilise ultérieurement certains de ces contacts et engage la destruction des
autres (Changeux, et al., 1973 ; Changeux et Danchin, 1976). Des indices
expérimentaux en faveur de cette théorie ont abondé dans différents systémes
neuraux dans les années qui suivirent, notamment par les travaux d'Edelman
(Edelman et Mountcastle, 1978 ; Edelman, 1987) qui parla alors de "darwinisme
neural". La connectivité du neurones est frequemment décrite en termes de plasticité
et de compétition, jusqu'a celle entre différents axones sur une méme cible (Kasthuri,

et al., 2003 ; Buffelli, et al. 2003)
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Ainsi I'organogenése du cerveau, dont la complexité est inouie, s'avere descriptible
en des termes adaptatifs, dans un contexte d'homogénéité génétique, plutét que par
un mécanisme instructif résultat d'un programme prédéfini et précis. Si cette
organogenese si complexe peut reposer sur une dynamique de hasard stabilisation,
et si celle-ci s'avére plus parcimonieuse qu'une dynamique instructive, il devient
pertinent de se demander dans quelle mesure une généralisation n'est pas

envisageable.

1. A 3 ¢ D'autres systemes reposant sur une dynamique de hasard/sélection

Chez les protozoaires, le phénoméne dit de variation clonale phénotypique (Clonal
Phenotypic variation, CPV) ressort d'un mécanisme de hasard/sélection en ce qu'l
fait reposer une adaptation sur une variation phénotypique. Certains parasites
protozoaires ne peuvent pas avoir de reproduction sexuée pendant de longues
plages de leur cycle de vie, dépendant de leur hbéte. La variation phénotypique peut
étre un des moyens de substitution pour s'adapter rapidement au milieu. Si les
cellules filles activent les mémes génes pour répondre a cette pression de
I'environnement, on aura alors un clone phénotypique (Meunier, 2001).

Chez le nématode Caenorhabditis elegans, connu pour le déterminisme canonique
de ses destins cellulaires, certains cas de différenciation sont décrits de maniére
stochastique. Différentes espéces de nématodes ont pour particularité d’avoir un
nombre de cellules fixes, chacune ayant une origine déterminée. On peut ainsi tracer
le devenir des cellules d’'un précurseur donné. lls sont a priori des candidats de choix
pour démontrer la rigueur et la puissance d’'une dynamique déterministe. Or, il a été

montré que pour certaines d’entre elles dans cet environnement déterminé, il existe
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un aléa de différenciation (cellules AC et VU venant des précurseurs Z1.ppp ou
Z4 .aaa) (Greenwald, et al., 1992).

Chez l'annélide Helobdella robusta, dans le contexte des premiéres divisions
cellulaires stéréotypées de I'ceuf, une phase transitoire d'expression stochastique du
géne HRO-WNT-A dans l'un ou l'autre des deux types cellulaires AB ou CD est
observée, suivie d'une phase dite "déterministe" d'expression (Huang, et al., 2001).
Un mécanisme dénommé "compétition cellulaire” (Morata et Ripoll, 1975) est
documenté dans la croissance disques imaginaux de la drosophile, mécanisme par
lequel des cellules certes mutées rentrent en compétition pour le facteur
Decapentaplegic (Dpp) dit de survie (Moreno, 2002). Il suppose certes une différence
génétique (une mutation pour un géne) mais propose a ce titre une explication a la
disparition progressive des cellules mutées par des taux de prolifération différentiels.
Dans un article de synthése en 1993, James Michaelson recense lui aussi un certain
nombre de cas de figures faisant intervenir une hétérogénéité de I'expression suivie
d'une sélection dont il rappelle le caractére structurant dans le cas du systéme
immunitaire, et du systéme nerveux mais aussi dans le développement du foie. I
montre qu'au cours du développement de cet organe chez le rat, les cellules qui
synthétisent I'albumine remplacent progressivement celles qui synthétisent I'a-
foetoprotéine, grace a un taux de prolifération supérieur. Un mécanisme de
concurrence identique, toujours dans le foie, est aussi mis en ceuvre lors d'une
inflammation. Les cellules qui synthétisent le fibrinogéne se multiplient aux dépens
de celles qui synthétisent l'albumine. James Michaelson élargit son propos au
développement du systéme urogénital, et plus généralement a I'embryologie,

notamment dans le développement des membres de vertébrés (Michaelson, 1993).
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Ses propositions et ses remarques en font sans conteste un précurseur de

I'endodarwinisme.

L'ensemble de ces observations ne fait pas preuve. Mais on est en droit de faire
plusieurs constats. Une importante variabilité non génétique est observée aussi bien
chez les procaryotes que chez les eukaryotes. Parmi ces derniers, et notamment
dans le régne animal, elle peut concerner aussi bien les protozoaires que les
métazoaires. Elle semble jouer a différents niveaux hiérarchiques du vivant. Elle
concerne les phases de développement ou non. Elle est pressentie dans certaines
phases de différenciation. Elle intervient dans des situations normales ou pathogénes.

Cette variabilité est accompagnée de sélection dans plusieurs systémes.

La diversité de ces cas de figures rend pertinente I'nypothése de travail que la
variabilit¢ non génétique ait une portée plus générale que les nombreux cas
sporadiques ou elle est remarquée. Cette hypothése doit bien sir étre testée. Dans
ce cadre, nous aborderons ensuite une forme que peut prendre cette variabilité non

geénétique : I'expression stochastique des genes.

l. B L’expression stochastique des génes

Dans un article de synthése proposant une théorie unifiée de I'expression génétique,
il est mentionné en préambule, que chez les métazoaires composés de plusieurs
centaines de types cellulaires, la "remarquable diversité dans la spécialisation
cellulaire est atteinte par I'expression et la régulation finement contrdlées d'un sous-

ensemble de génes dans chaque lignée cellulaire" (Orphanides et Reinberg, 2002).
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Cette assertion est en fait surprenante au vu d'un nombre conséquent de données
montrant I'expression stochastique des geénes : celle-ci est en effet avérée, quelle
que soit l'importance et la signification biologique qu’on Iui accorde. Elle a été
postulée dans le cadre de prédictions théoriques (Kupiec 1981, 1983 ; Ko 1991), elle
a été modélisée (Arkin, et al., 1998, Cook, et al., 1998 ; Thattai et Oudenaarden,
2001 ; Kuznetsov 2001,, et al. 2002 ; Sasai et Wolynes, 2003), en plusieurs
composantes (Swain, et al., 2002), elle a enfin, été observée expérimentalement
(Chelly, et al., 1989 ; Ross, et al., 1994 ; Hume, 2000 ; Elowitz, et al., 2002, Heams
2003), dans des systémes divers. Pour avoir passé ces étapes de linvestigation
scientifique elle doit étre considérée comme une donnée et non pas comme une
spéculation. Elle semble néanmoins étre une réalité souterraine, puisque des articles
récents ressentent encore la nécessité d'en annoncer I'existence (Elowitz, et al.,
2002), bien qu'elle ait été caractérisée de longue date. Cela souligne la difficulté a
diffuser cette idée. Comme le soulignent Sasai et Wolynes, avant d’explorer des
hypothéses stochastiques, la puissance de la grille déterministe n’est pas facile a
remettre en question :

« La vision déterministe a beaucoup d'atouts. Les miracles du développement
embryonnaire requiérent intrication et précision. Les cycles cellulaires, un élément
dynamique important et constitutif du vivant, sont souvent décrits comme des
horloges. Avec la grande quantité d’informations disponibles désormais a I'ére post -
génomique, il est difficile de résister a faire des analogies entre les cellules et les
processeurs d’information fait par 'homme, les ordinateurs électroniques, qui
rectifient leurs programme avec une détermination que Laplace aurait trouvée
impressionnante. La vision stochastique n’est cependant pas sans intérét. " (Sasai et

Wolynes, 2003)
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hEXE

D’apres Misteli, 2001

Figure 9 : Technique de FRAP.

Un marqueur fluorescent est associé a une protéine nucléaire.

A. Une zone du noyau est excitée par un laser.

B. Cette excitation entraine une perte de la fluorescence des protéines présentes
dans cette zone.

C. En fonction de leur mobilité, les protéines fluorescentes avoisinant la zone vont
progressivement y diffuser.

D. Il y a un recouvrement progressif de la fluorescence dans la zone sous l'effet de
cette diffusion. La vitesse a laquelle se fait ce recouvrement donne une indication sur
le coefficient de diffusion de la molécule.



Non seulement cette vision ne manque pas d'intérét mais elle est, au vu des progres
récents, le mode de description le plus rationnel des événements moléculaires. Nous
allons présenter ici les données les plus récentes qui permettent de maniére décisive

d'affirmer que I'expression des génes est fondamentalement stochastique.

I. B 1 Bases moléculaires de I'expression stochastique des genes.

I B 1 a La haute dynamicité des échanges moléculaires

Nous chercherons ici a illustrer qu'un certain nombre d'acquis récents, concernant
les interactions moléculaires impliquées dans I'expression des génes, mettent en
difficulté I'approche déterministe. Un certain nombre d'arguments expérimentaux
donnent une cohérence fonctionnelle a une description stochastique de I'expression

des génes, par opposition a une logique instructionniste.

Tout d'abord, une découverte fondamentale de ces derniéres années est la nature
trés dynamique du noyau cellulaire (Misteli, 2001). Cette observation a été permise
notamment par la technique de recouvrement de fluorescence apres exctinction
(Fluorescent Recovery After Photobleaching - FRAP) qui I'a révélée de maniere
surprenante. Cette technique permet de calculer les coefficients de diffusion et les
constantes d'associations des protéines (Figure 9). Elle a permis de montrer la
diffusion des protéines dans le noyau, ou plutdt, du fait de son encombrement, leur
marche au hasard dans un environnement restreint. Les protéines nucléaires sont

tres mobiles, Les compartiments nucléaires se désassemblent a la mitose pour se
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reformer dans les cellules filles. Les associations entre molécules sont trés
fluctuantes : au sein méme de la chromatine, on a montré expérimentalement que les
histones H1 sont en association extrémement transitoire ; leur temps de liaison est
de l'ordre de grandeur de la minute, puis ils se dissocient et se réassocient ailleurs,
au point que I'on a parlé de modéle "stop-and-go". Des activateurs de transcription
comme les récepteurs au stéroides (glucocorticoides ou cestrogénes) qui se lient a
I'ADN sont encore plus dynamiques. Il en va de méme pour les complexes de
préinitiation de la transcription : des études in vitro ont montré que l'efficacité
d'association des éléments de ce complexe est trés faible (chez la drosophile, cette
durée in vitro peut étre de plusieurs minutes, alors que le passage de l'initiation a
I'élongation in vivo est de quelques secondes). La chromatine est en fait traversée de
flux permanents de tous ses composants et partenaires moléculaires. Seul un
systéme de concentration localisée des facteurs de transcription par la formation d'un
nombre limité d"™usines a transcription" permet d'augmenter la probabilité
d'association de ces molécules a des niveaux compatibles avec le temps biologique.
Les constituants de ces usines a transcription peuvent étre par ailleurs stockés dans
des compartiments eux-mémes dynamiques, au sens ou ils sont dépendants du flux
entrant et du flux sortant de molécules. Ces compartiments (de vingt a quarante par
noyaux) sont eux-mémes soumis a régulation et sont sensibles aux inhibiteurs de
kinases et de phosphatases. Les usines a transcription, au nombre de 2500 par
noyaux a un instant donné, limitent le nombre de génes exprimables simultanément
et laissent la porte ouverte a une expression différentielle de cellule a cellule sur la
base de combinatoires. Par ailleurs il a été montré que le complexe de transcription
se dissocie aprés chaque événement pour devoir se reformer, avec une probabilité

certes augmentée de réassociation au méme endroit.
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Ces données donnent dans l'ensemble une vision trés dynamique des échanges
moléculaires dans le noyau cellulaire, et semblent peu compatibles avec un modéle
instructionniste ou les réactions se succédent en cascades dirigées et organisées. |l
n'‘apparait ni parcimonieux, ni méme réaliste qu'un quelconque programme puisse
étre a l'origine de ces mouvements aléatoires browniens. La logique qui se dégage
des observations les plus récentes est celle d'un comportement exploratoire, d'un
tatonnement moléculaire dont la conséquence est une adaptabilité permanente de la
réponse cellulaire globale aux variations environnementales. Cela n'est pas
incompatible avec des processus de d'autostabilisation par rétroaction positive de
certaines associations moléculaires. La quantité des interactions que peut engager
une seule molécule au gré de ces échanges permanents et transitoires démultiplie,
pour un nombre fixé de molécules, les combinaisons possibles, et rend crédible un
comportement exploratoire de la cellule. Ces processus qui favorisent certaines
associations peuvent contribuer a limiter fonctionnellement les possibilités, et a
donner donc une apparence de déterminisme a des phénomeénes intrinséquement

probabilistes.

Dans le cadre de cette logique, on doit ici mentionner la problématique largement
ignorée de la disponibilité des molécules régulatrices en relation avec leur nombre de
sites potentiels. On verra plus loin I'exemple de régulateurs présents en nombre bien
moindre par cellule que celui de leurs séquences cibles. Il ne peut donc étre
mécaniquement présent partout et cela impose une compétition topographique pour

cette molécule entre ses différents sites d'affinité.
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L'ensemble de ces paramétres souligne la trés haute dynamicité des échanges
nucléaires et conduit a proposer que l'induction de la transcription se fasse par une
augmentation de la probabilité de transcription dans chaque cellule plutét que par
une augmentation du taux de transcription dans chaque cellule (Hume, 2000). Cette
observation générale s'explique au niveau moléculaire : les cellules passeraient d'un
état non activé a activé par dépassement du seuil de concentration d'une molécule
Cet effet de seuil, associé a une autocatalyse qui amplifierait les différences
intercellulaires pourrait étre le cadre explicatif de la variété de destinées au sein
d'une population. Cette augmentation en nombre de cellules concernées plutét qu'en
taux d'expression par cellule a été montrée in vitro dans le cas de l'actine f dans des

fibroblastes et pour LacZ sous inducteur dans différentes lignées transfectées .

1. B 1 b La dimension stochastique apparait avec l’effet d’échantillonnage.

Les phénoménes stochastiques (ou le bruit, le terme varie) sont souvent invoqués
quand, au niveau élémentaire, un effet d’échantillonnage est susceptible d’intervenir.
Le point de vue déterministe modélise des boucles de rétroaction, le plus souvent
sans se demander si chaque molécule qui intervient est présente en quantité
suffisante. Or c’est un probleme primordial. Si un géne donné est trés largement
exprimé, les protéines synthétisées seront présentes en grand nombre, et I'on peut
envisager une approche statistique de leurs effets, et supposer par exemple qu'elles
sont en quantité saturante pour la régulation dans laquelle elles interviennent. Mais si
le géne est peu exprimé, et que la protéine est produite a un faible nombre de copies
entre quelques dizaines et quelques centaines (Arkin et McAdams, 1999), elle ne

sera pas en situation saturante. Cela pourra avoir des conséquences notamment sur
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la répartition des copies a la division cellulaire (effet d'échantillonnage) ou sur sa
non-disponibilité dans les régulations pour lesquelles elle est supposée intervenir.

En se fondant sur les données de P. Guptasarma (Guptasarma, 1995) chez E. coli, A.
Arkin et H. McAdams (1999) prennent le cas d'un géne exprimé en cinquante copies
d’ARNm. lIs rappellent que lors de la division cellulaire qui s’ensuivra (et qui devrait
aboutir en théorie a un partage égal du nombre de copies en deux, soit une moyenne
de vingt-cinq copies par cellules filles), des calculs statistiques montrent que 6 % des
cellules auront moins de 19 copies et 6 % des cellules filles en auront plus de 30.
Cette asymétrie, simple conséquence d’'un situation statistique donnée, sans faire
intervenir a un seul moment de programme de réalisation, peut suffire a donner des
sous-populations de part et d’autre d’'un seuil particulier a 'espece d’ARN considérée
(et a son utilisation dans une boucle de régulation) et qui peut conduire a une
variation phénotypique dans un environnement commun.

Il devient donc indispensable au vu de l'exemple considéré de rechercher
simultanément les régulations dans lesquelles un ARN ou une protéine donnée

interviennent et leur disponibilité a remplir tout ou partie de ces activités.

On connait par ailleurs une certain nombre de protéines impliquées dans la
régulation de I'expression est inférieure a son nombre de sites potentiels sur '’ADN.
C’est le cas par exemple du répresseur MeCP2, qui est présent a 1 million de copies
par cellule (en moyenne) alors qu’il peut se fixer sur environ 40 millions de sites sur
'ADN. Cela implique mathématiquement qu’il ne puisse étre présent partout
simultanément, donc qu'il y a une combinatoire de distributions possibles, et donc

d'effets biologiques possibles.
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L'approche probabiliste commande de prendre en compte les ratios entre les
éléments qui interagissent, alors que l'approche déterministe néglige en regle
générale cette question pour les considérer souvent comme étant en quantité
suffisante pour interagir. C'est ce type d’observation, la limitation des ressources au
sein d’une population, qui permit a Charles Darwin de proposer un moteur évolutif
fondé sur la sélection des variants adaptés. Une recherche des dynamiques
endodarwiniennes doit impérativement les prendre en compte. Car une analyse
fondant la reproductibilité d'un phénomeéne élémentaire sur un mécanisme
déterministe serait incompatible avec une limitation ou une répartition inégale, cellule

a cellule, de certaines ressources.

La disponibilité ne tient pas seulement a la quantité d’'une espéce d’ARN messager
mais aussi a leur répartition topographique. Or les transcrits ne sont pas produits de
maniére linéaire. Quand on a cherché a observer leur apparition, de maniére fine, ils
ont été décrits comme étant produits de maniére pulsatile. Le paramétre déterminant
pour la production d'ARN messager est la fréquence moyenne des pulsations,
dépendant elle méme de la probabilité de formation du complexe de préinitiation de
la transcription. Le nombre moyen d'ARN produits est ainsi dépendant de la stabilité
de ce complexe. Cela a une influence sur leur disponibilité spatiale (un temps de
diffusion est nécessaire a partir de leur site de transcription) et temporelle, les deux
étant imbriquées de maniére évidente. Cette observation, qui plus est, a notamment
été faite de maniére éclatante dans les fibres musculaire de souris (Newlands, et al.,
1998) qui sont des syncytiums, ceci ne permettant pas d’argumenter sur la base
d’éventuels environnements intracellulaires différant de I'une a l'autre. En effet, avec

ce raisonnement, on aurait pu soutenir I'idée que des microenvironnements différents

76



v

Nombre de molécules B

Vi

Nombre de molécules C

Figure 10 : Equilibre bistable.

1. Dans le modéle de régulation simple proposé ici, la protéine A active
I'expression des génes b et c. En retour, C inhibe I'expression de b et B
inhibe I'expression de c. 2. Il résulte de ce modéle de régulation que seul B
ou C peut étre exprimé. Dans ce modéle, la sensibilité aux conditions
initiales est trés grande.



envoient de signaux différents, hypothése compatible avec le déterminisme. Ici, on a
constaté que les différents noyaux, au sein d'un environnement homogéne,
semblaient étre indépendamment activés ou inactivés pour la transcription de
certains ARN. Cette observation concernait aussi bien des génes natifs que des
transgénes. En outre le nombre de /loci concernés est dynamique et varie en fonction

de I'age de la souris.

I. B 1 ¢ La structure des boucles de régulation peut conduire a une expression

stochastique.

Au sein méme d'un fonctionnement déterministe, les données des simulations
suggeérent que la structure méme des boucles de régulation impose une dynamique
stochastique au systeme (Figure 10). En outre, sur la base de modeéles trés simples
de systémes d’expression, dans lesquels, comme cela est fréquemment observé, le
produit final, la protéine, a une activité répressive ou facilitatrice sur I'expression du
gene, les simulations mettent en évidence que les protéines elles aussi sont
produites par « paquets ». Ces paquets de molécules dont le nombre est variable
sont eux-mémes produits dans des intervalles de temps aléatoires. Quand ces
différentes boucles se suivent au sein d’'une cascade d’expression, l'effet en est
d’autant plus amplifié. Il résulte de ces simulations que la séquence temporelle
d’événements élémentaires peut largement varier d’'une cellule a une autre et
produire des effets de désynchronisation (McAdams et Arkin, 1999).

Ceci peut étre corrélé a diverses observations empiriques chez les procaryotes (Mac
Adams et Arkin, 1997): réponses chémotactiques différentielles, variations de

phases dans I'expression génétique du pili chez E. Coli, différences de nombre de
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générations par unité de temps dans des cultures bactériennes, tous ces exemples
étant bien évidemment considérés au sein de populations clonales. Ces
phénoménes de désynchronisation semblent aussi se retrouver dans certaines
études sur des systémes eucaryotes, telles que les cellules Swiss 3T3 soumises a
des variations de concentration en sérum (Brooks, 1985).

Les désynchronisations qui peuvent donc résulter de ces aléas dus a la structure
méme de la régulation de I'expression par ses produits finaux ou intermédiaires
peuvent conférer a une certaine proportion de la population un avantage sélectif
temporaire.

Par ailleurs, ces différences peuvent aussi conduire a une diversité phénotypique de
la population. Les simulations montrent que des fluctuations a court terme dans la
production d’'une protéine peuvent survenir de maniére large autour de la valeur seuil
qui contrble I'expression de certains genes. Ces variations importantes peuvent se
manifester notamment en temps nécessaire pour produire une protéine a une
concentration donnée. La conséquence d'une telle variation en dega ou au-dela
d'une telle valeur seuil peut étre de nature a engager explicitement le destin d’'une
cellule. A titre d’exemple (Arkin, et al., 1998) on peut mentionner le circuit de décision
par lequel les procaryotes E. coli infectés par le phage A sont conduits a « choisir »
entre phase lytique et lysogénie. Ce circuit est descriptible en termes de fluctuations
aléatoires stabilisées dans un second temps. Les réseaux régulant l'alternative
compétence/sporulation chez Bacillus subtilis semblent ressortir de la méme logique

(Grossman, 1995).

De plus, on a cherché a décomposer la stochasticité en une composante extrinseque

et une composante intrinséque (Swain, et al., 2002). La composante intrinséque du
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bruit tient au fait que méme si toutes les cellules étaient parfaitement synchrones, les
evénements de transcription et de traduction n’interviendraient pas de la méme
manieére dans chacune, et les génes ne seraient pas forcément exprimés dans le
méme ordre (car le systéme n'est pas parfait, et qu'il existe des fluctuations
élémentaires). Cette composante seule varie d’'un géne a un autre puisqu’elle est
dépendante du systéeme d’expression d’'un géne particulier. Cest en fait cette
composante que nous avons eévoqueée plus haut. La composante extrinséque tient a
toutes les variables qui peuvent influer sur les mécanismes de transcription et de
traduction : nombre d’ARN-polymérases ou de ribosomes, position de la cellule dans
son cycle, disponibilité de la machinerie de dégradation de 'ARN et plus largement
environnement cellulaire. De sorte que chaque composant cellulaire peut en réalité
subir des fluctuations intrinséques et a son tour étre la cause d'une fluctuation
extrinséque d’un autre composant. La variation de la composante extrinseque prise
globalement a, elle, un effet sur 'ensemble des génes. Des modéles ont récemment
été mis au point pour permettre de discriminer les deux types de contribution a
I'expression stochastique des génes. Ces simulations ont permis de postuler qu’au
sein de la composante intrinséque, la transcription joue un réle prépondérant au-dela
de la valeur de deux protéines par transcrit ARNm. En deca, les événements de
traduction apportent une contribution significative au bruit.

L’ensemble de ces informations doit nous amener a relativiser les schémas
traditionnels et statiques de I'expression déterministe des genes au sein d'une
cascade de réactions. Elles nous aménent a prendre conscience qu’'au-dela de
considérations extérieures, c’est la structure méme de ces rétroactions qui aboutit a

créer de la variabilité.
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I. B 2 Le controle du bruit

Si certains auteurs semblent s’accommoder de l'idée qu’une expression aléatoire
puisse étre la base d'une diversité phénotypique, I'accent est souvent mis, face a
cette variabilité pergue comme une perturbation, sur les mécanismes permettant de
la restreindre ou de la contrdler. On peut noter que I'expression aléatoire a été tét
caractérisée comme une " transcription illégitime " (Chelly, et al., 1989). Le choix de
cette dénomination semble bien montrer que si I'on constate des variations par
rapport a ce qui est "prévu" par le programme, il faudrait alors considérer ces
variations comme anormales, et donc comme parasites et non pas comme utiles. La

nécessité d’'un contréle de celle-ci devient, dans ce cadre, indispensable.

De fait, il existe un certain nombre de mécanismes de répression de ces aléas.
Comme le notent Arkin et McAdams, «la conception des circuits de régulation
génétique utilise la redondance, les rétroactions et d’autres mécanismes pour
produire le déterminisme nécessaire des résultats a partir de circuits construits sur
des éléments intrinsequement générateurs de bruit. La fiabilité opérationnelle dans la
régulation est particulierement cruciale dans le développement des organismes
métazoaires complexes ». En d’autres termes, c’est bien au niveau opérationnel,
c'est-a-dire ici macroscopique que doit intervenir la fiabilité, nonobstant des
événements élémentaires imprévisibles. Plutét que de chercher a envisager une
homogénéité intercellulaire de réponse, ces auteurs invoquent, au titre des
mécanismes de régulation de la stochasticité, la coopération transcriptionnelle
intercellulaire, qui permet de répartir des produits d’expression différentiellement

produits. ils notent en outre I'existence de points de contréle dans les cascades de
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réactions, mais remarquent qu’ils n’entretiennent qu’'imparfaitement le synchronisme
intercellulaire. lls s’attardent plus sur le troisiéeme mécanisme de régulation, la
redondance génétique. Dans le cadre de leur modéle, I'existence de genes a copies
multiples a tendance a diminuer drastiquement leurs aléas d’expression quand bien
méme ils sont intégrés a des cascades de régulations antérieurement décrites. Il est
donc parfaitement envisageable que ce soit ce genre de mécanismes qui soit a
I'origine de la canalisation de phénomeénes aléatoires et permettent d’augmenter la
probabilité d’expression de maniére si proche de un qu’il aura une apparence
déterministe méme au niveau élémentaire.

Mais dire cela, c’est acter le fait que la base de I'expression génétique est
fondamentalement stochastique, que cette stochasticité est tamponnée dans un
certain nombre de cas ou l'aléa est trop grand pour que sa reproductibilité soit
assurée de maniére satisfaisante. Ici, le génome joue bien son réle de mémoire
structurale de réponses évolutives sélectionnées car elles favorisaient certains
phénotypes. L’information sur le nombre de copies d’'un géne étant au moins aussi
importante que la séquence du géne lui-méme.

En outre, la canalisation, principalement due a la redondance génétique, est un
argument qui ne doit pas étre présenté de maniére biaisée. Dans le cadre
déterministe, la redondance est souvent invoquée a juste titre pour expliquer, en
partie, 'adaptabilité d'un organisme face a par exemple, des mutations défavorables.
Les copies intactes permettent d'assurer la fonction. Mais cette redondance semble
parfois opportunément passée sous silence quand il faut expliquer I'évolution par
mutations, et qu'elle pourrait alors étre un handicap. Il en va de méme avec, a
l'inverse, la pléiotropie. C'est certes un principe d'économie qui permet de réaliser

plusieurs fonctions avec le méme géne (ce qui remet en cause le concept de
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spécificité), mais une mutation sur ce gene peut mettre en péril plusieurs fonctions
simultanément. Ces deux exemples, redondance et pléiotropie, dont la réalité n'est
pas a contester, sont ainsi des probléemes pour le paradigme déterministe. lls n'en
sont pas dans le paradigme probabiliste, ou ils sont des illustrations du caractere
dégénéré des interactions moléculaires, reposant sur des affinités relatives, jamais
absolues.

L'ensemble de ces données montre-il que la logique déterministe s'accommode en
son sein de phénoménes stochastiques ?

Il ne nous semble pas pertinent de raisonner sur cette base. L'ensemble de ces
mécanismes de contrdle présentés ici sont fondés sur le méme présupposé de
spécificité qui par ailleurs provoque dans ce modéle des fluctuations aléatoires. Le
raisonnement semble circulaire. Par ailleurs, la redondance a aussi un codt en terme
de contrdle des effets synergiques des éléments redondants qui se surajoute a celui
du contrble de ces éléments pris un a un. C'est pourquoi, méme si ces propositions
révélent la stochasticité de I'expression génétique et la renforcent, il semble plus que
jamais parcimonieux de préférer un systéme ou la fiabilité est assurée de maniere
moins colteuse que par des contrbles précis et coordonnés. C'est dans un tel

systéme que peut apparaitre spontanément de la variété phénotypique.

I. B 4 Génération de variété phénotypique.

Créer du différent dans un environnement initialement homogéne est la grande

question qui préside a la différenciation cellulaire. On a vu que dans le cadre
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déterministe, il faut supposer une asymétrie entre la cellule qui recoit le signal de
différenciation et celle qui 'émet, ce qui ne fait que repousser d’'un cran la question
de l'origine de leur asymétrie : alors qu'on cherche a expliquer une différence, on en
invoque une autre, qu'il faudra expliquer, et ainsi de suite.

Nous avons vu que le modéle probabiliste renverse cette perspective. |l présuppose
que les cellules sont par défaut dans un état de désordre et donc qu'il existe une
variabilité intercellulaire d'expression. Ce modéle porte, au gré des auteurs, plusieurs
noms. Il est parfois qualifié de binaire par rapport a un modéle déterministe appelé
rhéostatique (Fiering, et al., 2000). Ici est exprimée l'idée que, face a une situation
induisant une différenciation, les cellules vont y répondre soit en s’engageant dans la
différenciation, soit en ne le faisant pas (avec une certaine probabilité) : c'est donc un
choix binaire. Dans le cadre du modele classique, chaque cellule y répondra de
maniere homogéne en adaptant son taux de transcription pour un géne donné. Cette
adaptation du taux de réponse est une réaction analogue a un rhéostat dont on fixe
le niveau pour s’adapter a un nouvel environnement. D’autres appellations sont
parfois données comme 'opposition entre réponse analogique et réponse numérique.
Ces singularités lexicales recouvrent en réalité la méme opposition. Et dans de
nombreux cas, majoritaires dans les études ou I'on cherche a discriminer entre les
deux modéles, le modéle probabiliste semble s'imposer.

Ainsi dans un certain nombre d’exemples on peut envisager qu’il y a recrutement de
cellules (donc hétérogénéisation des profils d’expression intercellulaire) plutét qu’'une
augmentation de taux d'expression homogéne dans chaque cellule (Walters, et al.,
1995).

-En réponse a une stimulation oestrogénique, la molécule ApoB, secrétée dans le

foie (oiseaux) subit une augmentation de ce taux de sécrétion: ceci se fait par
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recrutement de cellules qui étaient a I'état silencieux, plus que par augmentation du
taux de sécrétion dans les cellules initialement actives (Lin, et al., 1986).

-L’'induction d’enzymes impliquées dans le cycle de l'ornithine chez le rat par des
glucocorticoides (carbamoyl synthétase, phophoénolpyruvate carboxykinase et
arginase) sur des hépatocytes foetaux en culture est discontinue et semble répondre
a un mécanisme stochastique : les probabilités de transcription de chacune des
enzymes sont indépendantes.

-De méme que linduction des cytokines par présentation d’antigénes dans les
populations clonales de lymphocytes T est stochastique et la plupart des cellules
expriment seulement une des multiples cytokines exprimées par la population clonale
(Bucy, et al. 1994,1995).

Comme le soulignent les auteurs (Fiering, et al., 2000) qui réunissent ces exemples,
on peut toujours répondre a ces faits que I'environnement peut varier d’'une cellule a
'autre, expliquant de maniére déterministe classique les différences de réactions.
Cet argument, méme s'il peut paraitre peu convaincant (car il appelle inévitablement
la question suivante: si I'on suppose des différences microenvironnementales,
comment assurer alors la reproductibilité de celles-ci d’'un organisme a un autre ?)
doit néanmoins étre étudiée. Mais comme il est souligné dans cette méme étude, et
comme nous l'avons indiqué plus haut, il est de moins en moins tenable quand il
s’agit d’expliquer que des noyaux d’un syncytium soient différentiellement activés.

Il pourrait méme étre encore plus périlleux d'expliquer de maniére déterministe les
cas en nombre croissant de régulation hétéroallélique de I'expression génétique, ou
en tout cas de faire reposer cette explication sur des variations
microenvironnementales. On sait cependant que les mécanismes d'empreintes, de

mieux en mieux connus, permettent d'expliquer en partie un certain nombre de ces
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cas de figures (génes des récepteurs d'antigénes des lymphocyte B et T).
Néanmoins, certains autres n'ont pas (encore ?) été liés au phénomeéne d'empreinte
génétique comme le récepteur Ly49 des cellules NK, et des récepteurs olfactifs
(Hollander, 1999).

Faire reposer, en dernier ressort, la reproductibilité intercellulaire d’'une expression
génétique sur la conservation planifiée de difféerences micro environnementales a
I'intérieur d'une méme cellule semble au-dela de ce qu’il est raisonnable d’admettre

au vu de nos connaissances sur le fonctionnement de la machinerie cellulaire.

Ainsi, par ces exemples, on a pu constater que les mises en évidence
expérimentales aboutissent bien souvent a la caractérisation de sous-populations
cellulaires qui se distinguent les unes des autres non pas par leur génome mais par
leurs réactions différentielles dans un environnement identique. En cela, ces
données rejoignent les cadres conceptuels déja évoqués qui se sont révélés féconds
pour certaines grandes disciplines de la biologie, la sélection clonale et la
stabilisation neurale. Ces exemples, on I'a déja dit, ne font pas preuve, pas plus que
leur accumulation. Mais il sont déterminants en ce qu’ils ont été le fruit
d’'investigations qui cherchaient précisément a discriminer entre les deux modéles et
gu’ils ont nettement rendu pertinent le modele probabiliste. lls ont méme pu servir a
montrer que si les deux mécanismes pouvaient étre a I'ceuvre ('augmentation de la
probabilité d’expression -et donc du nombre de cellules concernées- peut
s’accompagner d’'une augmentation du taux d’expression de ce géne dans chacune),
c’est bien la composante probabiliste qui était responsable de la majorité de I'effet

macroscopiquement observé. lls sont la base expérimentale qui soutient une
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proposition théorique visant a expliquer la différenciation cellulaire par un mécanisme

de hasard/sélection.

I C. les limites des dynamiques endodarwiniennes.

I C 1 Des limites déja atteintes ?

Un petit nombre de travaux décrivent des systémes ou la dimension stochastique de
'expression génétique est explicitement réfutée. Avant de les étudier, notons que le
besoin de démentir une dimension stochastique semble parfois conférer a celle-ci,
par ailleurs, un statut de regle plutét que d'exception. Il semble d'ailleurs que les
travaux considérés s'accordent difficilement sur ce que pourrait étre une expression
stochastique. Cela refléte peut-étre le fait que, bien qu'abondamment documentée,
I'expression stochastique des génes est mal appréciée, mal comprise et n‘aboutit que
confidentiellement a des modéles cohérents qui, s'ils étaient connus de maniére plus
générale, éviteraient les confusions.

Dans un article récent, I'acquisition des récepteurs CD94/NKG2 par les cellules NK
est présentée comme ordonnée et non stochastique (Lian, et al., 2002). Les
récepteurs de la famille CD94/NKG2 sont décrits comme des hétérodiméres
reconnaissant le complexe majeur d'histocompatibilit¢é de classe 1 (CMH-1). Une
autre famille de récepteurs du CMH-1 est décrite, les récepteurs Ly49. L'expression
des deux familles de récepteurs est généralement décrite comme stochastique, et

c'est dans ce contexte qu'il faut mesurer les exemples de non stochasticité décrits
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qui ne seraient donc, sur le fond, que des exceptions a la régle. Mais on peut aussi
s'interroger sur le sens de cette non stochasticité. Les cinétiques décrites montrent
bel et bien qu'a chaque stade une fraction seulement des cellules exprime CD94 et
les différents récepteurs NKG2. Ce qui est mis en évidence, c'est I'activation
progressive de ces différentes expressions. Certains éléments exprimés sont
détectés de maniére plus précoce que d'autres, et ce de maniére reproductible. C'est
donc bien une expression ordonnée, mais qui ne semble pas ressortir stricto sensu
d'une non stochasticité. Cette expression ordonnée et séquentielle est en tout cas
parfaitement compatible avec I'hypothése que des génes aient des probabilités
différentielles d'expression, qui se traduisent par des précocités variables
d'expression, et qui peuvent étre rétrocontrolés de maniére a amplifier le phénoméne.
C'est au sein de ce méme systéme qu'un autre exemple de non stochasticité est
documenté. L'expression des récepteurs de la famille Ly49 dans les cellules NK est,
on l'a vu, décrite classiquement comme stochastique. Mais il en va autrement pour la
coexpression de certains d'entre eux. La coexpression des récepteurs de la famille
Ly49 est d'ailleurs elle-méme, en général, décrite comme stochastique, ce qui revient
a dire ici que les récepteurs sont exprimés de maniére indépendante. mais une
combinaison semble échapper a cette regle (la coexpression Ly-49D/Ly-49H) sur la
base d'études de corrélations statistiques (Smith, et al., 2000). Encore une fois, outre
le fait que comme dans I'exemple précédent, il semble que cela soit une exception,
cela est de nouveau parfaitement compatible avec notre modeéle, qui n'exclut
absolument pas que certains génes exprimés puissent augmenter la probabilité
d'expression d'autres génes, y compris au niveau d'une seule cellule, ce qui peut
conduire a ce qu'il soient exprimés de maniere statistiquement corrélée. Et de

maniére générale, dans le cas de genes partageant des homologies de séquence
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Figure 11 : Limite des dynamiques probabilistes.

Soit P1 la probabilité qu'une cellule de la population exprime la combinaison adéquate
de genes pour étre adaptée a son milieu (toutes les cellules ont la méme et les
probabilités sont indépendantes). A. Si la taille de la population est supérieure a 1/P1,
la probabilité qu'une cellule exprime la combinaison attendue est de 1. B. Si la taille de
la population inférieure a 1/P1, mais qu'on observe systématiquement I'expression de la
combinaison adaptée, c'est que des mécanismes ont permis d'augmenter P1 de tel
sorte que I'on observe un déterminisme fonctionnel.



importante, cela se comprend d'autant mieux si I'on met en évidence que cette

séquence est impliquée dans la régulation des génes étudiés.

I C 2 Des limites prévisibles

Une théorie doit proposer le cadre de validité dans laquelle elle se déploie, et notre
proposition a bien sur un tel cadre de validité.

En effet, I'nypothése d'une dynamique endodarwinienne repose sur le fait qu'il existe
une population cellulaire suffisamment grande pour qu'un phénoméne de probabilité
p puisse se produire, étre sélectionné, et se répandre. Il est naturel ici d'admettre que
tous les cas de figures ne se prétent pas a une telle description. Pour le
raisonnement, considérons que l'on parvienne a affecter une probabilité p1 a
I'expression génétique d'un gene g1, pour une cellule donnée (Figure 11).
Supposons par ailleurs que dans toutes les observations faites, I'expression de g1
soit détectable. Si la population cellulaire pop1 est de taille largement supérieure a
1/p1, on peut expliquer I'expression de ce géne en terme purement probabiliste.
Supposons désormais que la taille pop1 de la population observée soit au contraire
bien inférieure a 1/p1 : il devient illusoire de faire reposer I'expression de ce géne sur
un mécanisme probabiliste. Pour le dire autrement, notre approche n'est applicable
que dans le cas ou la population cellulaire est suffisamment large pour que la
probabilité qu'un géne (ou une combinaison de géne) s'exprime soit égale a un au
niveau de la population, quelle que soit sa probabilité au niveau d'une seule cellule.
Dans les cas ou cette condition n'est pas réunie, on est alors, mais alors seulement,
légitimement fondé a faire appel a des modes de reproductibilité non pas statistiques

mais déterministes, en rappelant bien qu'ils ne le sont jamais completement et qu'il
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s'agit d'un abus de langage fonctionnel. C'est bien pour cela que les deux approches
sont complémentaires, pour peu qu'on définisse clairement leur domaine de validité.
Pour cela, on peut soit augmenter la taille de la population, mais c'est justement le
paramétre fixe ici, ou alors augmenter la probabilité que chaque cellule puisse
exprimer la combinaison de génes adéquate. On peut envisager I'évolution
biologique comme un moteur permettant de répondre a cet impératif, en
sélectionnant les individus sur ce critéres les individus adaptés., en sélectionnant des
genes qui auront une action de contréle sur les mécanismes permettant de canaliser
les réactions. Cette canalisation peut avoir une apparence de déterminisme, sans
étre pour autant réductible a cette apparence (Figure 8, p. 54). Il est a noter que
certaines atrophies d'organes sont irréversibles une fois que la taille de ce dernier

passe un seuil plancher. Cela est compatible avec la problématique évoquée ici.

Ainsi nous avons cherché ici a montrer que la remise en cause du paradigme
dominant était nécessaire au vu de son incapacité croissante a expliquer le réel
sinon a le décrire. Nous avons par ailleurs proposé une grille de lecture, et montré
que celle-ci s'appuie sur une littérature abondante et variée, constituée aussi bien
d'expérimentation que de modélisation. Nous avons enfin tenté d'en borner des
contours prévisibles.

Il reste maintenant a confronter cette proposition a des expérimentations

discriminantes, ainsi qu'a des disciplines pour lesquelles il peut sembler aberrant de

convoquer le hasard comme force structurante.
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Il. Une lecture non déterministe du développement.

Il. A Introduction

L’embryologie, et plus particulierement le domaine de la différenciation cellulaire, ont
historiquement été des champs de recherche particulierement marqués par les
explications déterministes. La forte reproductibilité apparente de phénomeénes qui se
déroulaient dés les phases les plus précoces du développement, plaidait en faveur
d’'une explication déterministe. Dans un ouvrage auquel cette section doit beaucoup,
et qui comporte de nombreux arguments potentiellement en faveur d'un
développement de type probabiliste, Nicole le Douarin se fixe comme objectif de
répondre a la question suivante : "Comment se peut-il que de cette cellule unique,
"isolée", surgissent les constituants du corps de I'adulte, faits de plusieurs milliards
de cellules harmonieusement ordonnées (...) ? ". Alors méme qu'elle souligne a juste
titre, on le verra plus bas, la compétition féroce qui existe entre les cellules pour les
ressources au cours du développement, alors qu'elle démontre les relations
trophiques entre les cellules, elle le fait dans le cadre de la persistance de la théorie

du programme de développement (Le Douarin, 2000).

Cette rémanence de l'approche programmatique fut renforcée par le fait que les
découvertes de la génétique et la théorisation de la biologie moléculaire
accompagnerent I'essor de lI'embryologie expérimentale, et I'entrainérent avec elle

dans leur cadre conceptuel. Néanmoins, il convient de ne pas en rester aux
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apparences et de voir comment, par un retour au sources a certaines étapes des
progrés du domaine, I'apparente évidence du déterminisme peut étre questionnée, et
peut étre vue sous un angle différent. Cette section n’a bien sir pas pour but de
reprendre lintégralité de I'histoire de I'embryologie comme discipline scientifique.
Cela dépasserait et de loin le cadre de notre travail. Elle souhaite mettre en évidence
que le corpus d’expériences fondatrices en embryologie fait de cette discipline une
théorie de la plasticitée regulée beaucoup plus que du déterminisme. Et surtout, que
l'interprétation qui en est faite classiquement, pour pertinente qu’elle soit, peut étre
modifiée. Les données expérimentales de I'embryologie ne font pas sens a elles
seules : elles ne se suffisent pas en tant que telle pour discriminer un modeéle
déterministe d’'un modéle probabiliste. Elles laissent la place a une variété
d’interprétations.

Comme précédemment, il ne saurait, ici, s'agir de convaincre par simple
accumulation d'exemples. Cela dit, on remarque la encore que la biologie du
développement, s'est elle-méme constituée autour d'exemples qui, quand ils ont été
suffisamment convaincants, ont été progressivement généralisés a des degrés divers
du monde vivant. Cette méthodologie est rendue nécessaire par la structure des
expérimentations entreprises, inévitablement fondées sur des situations précises, et
dans des espéces précises. Elle n'est donc pas mise en cause ici, mais elle ne
saurait, en conséquence servir a mettre en cause une démarche de relecture critique

de ces expériences et du cadre conceptuel qui les a justifiées.
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Embryon donneur Embryon receveur
Pigmenté (espéce 1) NoPigmenté (espece 2)

de LBD(2)

LBD(1)

A1 A2

Axe de développement 2

Invagination
secondaire
due a
LBD(2)
Invagination
- _primaire
due a

B _ LBD(1)

Figure 12 : Expérience de Spemann démontrant | ’existence d 'un organisateur.
Au stade Blastula, la greffe d ’une lévre blastoporale d ’un embryon (A1) en
substitution d ’une portion de | 'épiderme présomptif sur embryon receveur d 'une
autre espéce (A2) aboutit, pour ce dernier, a la formation d 'une seconde lévre
blastoporale (B) puis d ’un deuxiéme axe de développement (C) et enfin de deux
embryons siamois (D)

LBD : lévre blatoporale dorsale.



. B le déterminisme en embryologie : un choix d'observation

contestable

II. B 1 Le déterminisme apparent des expériences fondatrices pose des

difficultés d'interprétation

Si I'on considére les expériences de Spemann qui ont fondé les concepts modernes
de I'embryologie expérimentale on peut, dans un premier temps, étre fasciné par
I'apparent déterminisme qui régit les étapes du développement. Dans son expérience
célébre publiée 1924, menée avec Hilde Mangold sur des espéces de tritons, il
réalise un greffe de la lévre blastosporale dorsale d’'une gastrula de T. taeniatus sur
le flanc d’'une gastrula de T. cristatus (Spemann et Mangold, 1924). Ces deux
espéces de tritons different par la pigmentation des ceufs fécondés et des cellules qui
en descendent. Des greffes interespéces sont viables a ce stade tres précoce. De
cette sorte, on peut observer, dans I'organisme obtenu, l'origine des tissus par la
différence de pigmentations.

Cette greffe aboutit a la formation d'un axe embryonnaire secondaire, en
conséquence duquel deux embryons siamois se développent (Figure 12). Ces
expériences et celles qui les ont complétées ont mis en évidence l'existence, dans la
levre blastosporale, d’'une région dite organisatrice, que l'on appela par la suite
organisateur de Spemann. Ces expériences sont a la base du concept d'induction,
I'idée que les cellules s'influencent pendant le développement, qui a été d'emblée
interprété dans un cadre déterministe.

L'organisateur de Spemann fut décrit comme responsable de la mise en place de

l'organisation de I'embryon et de ses organes qui matérialisent un axe
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antéropostérieur. Elle ouvra la voie a une typologie de la surface de 'embryon en
" territoires présomptifs " susceptibles de donner, par le jeu des interactions
cellulaires du développement, des tissus ou des organes bien précis, en fonction de
leur localisation par rapport a cet organisateur. Néanmoins Vogt, qui réalisa la
premiére carte des territoires présomptifs, fit prendre conscience, dans une
communication de 1928, que le réle de l'organisateur de Spemann ne pouvait étre
compris si I'on ne présupposait pas, en complément, une hétérogénéité cellulaire
telle que celle que I'on retrouve de fait dans I'ovocyte fécondé. On voit bien qu’ici, la
théorie en cours d’élaboration, visant a comprendre comment les cellules se
différencient, présente le handicap de présupposer une différence initiale pour y
répondre.

L'hypothése de Vogt fut d'ailleurs expérimentalement confirmée par la mise en
évidence, en 1969, de l'existence d'un organisateur primaire, par Nieuwkoop, et qui
porte son nom (Nieuwkoop, 1973). Encore fallut-il comprendre sa mise en place et
présupposer, la encore une hétérogénéité préalable. Et de fait celle-ci est observable
expérimentalement, puisque I'on sait que dés la fécondation de l'ovocyte un gradient
de distributions des différents composants du zygote se met en place, et que pour
certaines protéines, ces gradients sont mis en place pendant I'ovogenése.

Mais on est alors confronté a un probléme. Supposer que tout repose sur un gradient
initial, a partir duquel une mécanique programmatique se met en place, est peu
pertinent au regard de la complexité des phénoménes qui se succedent au cours du
développement. Le role des gradients dans la morphogeneése et le métabolisme est
un sujet qui a été longtemps controverse, mais les travaux les plus récents sur les
gradients métaboliques montrent qu'ils sont a la fois un élément de modulation de

I'expression de génes et un produit de celle-ci, ce qui permet difficlement de leur
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attribuer clairement un strict réle causal (Blackstone, 2003). Si I'on reconnait qu'a
certaines étapes clés, des gradients sont nécessaires, cela n'autorise pas a en
déduire que tout le développement repose sur I'existence du gradient
morphogénétique de I'ceuf.

La réponse classique qui est faite a ce stade est généralement qu’il existe une
combinaison entre la mise en place des gradients permettant une hétérogénéité
préalable et I'épigenése développementale qui expliquent le développement de
'embryon. L'hétérogénéité permettrait la mise en route d'un programme, et
I'épigénése lui apporterait une souplesse de réalisation. Mais I'on voit clairement ici
qu'il s'agit bien d'une interprétation des phénomeénes plutdét qu'une explication
consensuelle : Tant que l'influence réciproque de chacune de ses composantes n'est
pas déterminée, comment prétendre, sinon dogmatiquement, que l'une ne sert qu'a
assouplir la rigueur de l'autre ? Pourquoi ne pas prétendre l'inverse ? Ce pourrait étre
une discussion sans fin si, comme on l'a déja souligné, la vision probabiliste ne
permettait pas réconcilier les deux approches.

De plus, si I'on en revient aux gradients de I'ovocyte, ceux-ci ne sont pas spontanés.
lls sont mis en place, quel qu'en soit le mécanisme, a une étape précédente qui
impose de remonter de génération en génération, afin de trouver une cause dans
une différence préexistante. Ce qui revient a abdiquer du pouvoir explicatif d'une
théorie embryologique, ou d'accepter de la restreindre a une fonction de simple
paraphrase du réel : ce qui existe est causé par ce qui précéde. Ce que personne ne
conteste, mais cela n'offre que peu d'intérét pour un projet de compréhension du

développement.
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II. B 2 Un programme dégénéré et non spécifique est-il un cadre explicatif

satisfaisant ?

On peut trouver des éléments qui contredisent I'idée de déterminisme dans le corpus
méme des expériences fondatrices de I'embryologie. Un certain nombre
d’expériences, qui sont généralement moins diffusées que les spectaculaires
résultats de Spemann et de ses continuateurs, tend a relativiser fortement la
dimension spécifiquement organisatrice de la lévre blastosporale. On pensait a
I'époque, au vu des expériences de Spemann, que cette zone possédait des facteurs
spécifiques, moléculaires, capables d’induire la neuralisation du tissu ectodermique.
Des expériences ont contribué a mettre en évidence que cela était de l'ordre de
l'interprétation. L’'un des éléves de Spemann, Johannes Holtfreter, mit au point une
technique de culture permettant d'entretenir des fragments prélevés sur le podle
animal d’'une gastrula d’amphibien. Dans ce milieu, ces cellules se maintiennent et
forment une vésicule de type ectodermique qui ne se différencie pas. Ce sont ces
vésicules que Holtfreter va mettre en contact avec différentes structures dont on
pense a priori qu'elles n'ont pas de pouvoir organisateur : lévre blastosporale
chauffée, tuée par 'alcool, ou séchée. Il les mit aussi en contact avec des tissus sans
pouvoir inducteur supposé, comme des fragments d’intestin embryonnaire, auxquels
il faisait subir une dessiccation. |l chercha enfin a les mettre en contact avec d’autres
tissus inducteurs de groupes zoologiques trés éloignés (mammiféres, mais aussi
reptiles, poissons, voire insectes ou annélides), dont on pouvait imaginer qu'ils ne
seraient pas compatibles avec la gastrula d'amphibien. Et dans toutes ces
expériences, il constata que l'induction de neuralisation pouvait avoir lieu. Comme le

note Nicole le Douarin : " aucun dénominateur commun ne semblait exister entre les
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nombreux tissus vivants ou morts et méme les extraits acellulaires avec lesquels un
effet neuralisant pouvait étre obtenu ". Ceci fut confirmé de maniére définitive quand
Waddington et ses collaborateurs induisirent la neuralisation d’un tissu ectodermique
de gastrula grace a du bleu de méthyléne. Ainsi la faculté de neuralisation semblait
tenir plus a la plasticité et I'adaptabilité des cellules receveuses du " signal " que de

la nature de ce signal (Le Douarin, 2000).

Ces résultats nuancent ceux de Spemann sans nier leur apport. lls permettent de
modifier l'interprétation que I'on se faisait initialement, sur la base des expériences
pionniéres du role de l'inducteur. En effet, avec ces expériences complémentaires, il
apparait que le role de l'organisateur de Spemann n’est pas d’apporter une
information spécifique a tel ou tel territoire présomptif. La quéte des régulateurs
spécifiques s’est avérée étre un échec. Or elle a été le programme de l'embryologie
pendant des décennies.

Bien au contraire les molécules qui ont été identifiées sont a la fois extrémement
répandues et trés banales, agissent a différentes étapes du développement, et leur
réle ne peut étre prédit sans que l'on connaisse le contexte dans lequel elles
interviennent (Dieterlen-Lievre, et al., 1996). Comment expliquer alors le pouvoir
inducteur que malgré tout, Spemann a démontré, sans en donner les mécanismes,
comme il le reconnaissait lu-méme ? C'est en fait vers les cellules cibles que s'est
alors tournée ['attention des chercheurs : les inducteurs quels qu’ils soient,
semblaient étre capables de déclencher une mécanique interne qui aboutit a la
neuralisation de certains tissus. Mais dire cela, c’est aussi reconnaitre que ces

mécanismes et les incertitudes qui les entourent ne nous permettent pas de
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discriminer entre une mécanique probabiliste ou déterministe de la neuralisation des

cellules ectodermiques.

Ceci est encore accentué par dautres expérimentations qui valent d’étre
mentionnées. Le concept dinduction neurale évolua sensiblement quand on
remarqua de maniére expérimentale que certaines cellules précurseurs des futures
cellules nerveuses, prélevées t6t au stade blastula et mises en culture se
différenciaient spontanément en neurones.

Ces observations combinées avec d’autres renversérent radicalement la perspective
du développement embryonnaire : elles installéerent I'idée que les substances
inductrices avaient pour réle d’inhiber des différenciations spontanées plutdt que d’en
déclencher. Ainsi le role de l'organisateur de Spemann est d'inhiber la neuralisation
dans les tissus ventraux plutét que d'activer celle des tissus ectodermiques.

Or cette approche ressort typiqguement d’une grille de lecture endodarwinienne. Elle
peut s’inscrire dans une logique ou les cellules ont spontanément tendance a
explorer différentes voies susceptibles de les conduire a se différencier en un type
cellulaire en fonction des ressources disponibles. C'est seulement dans un second
temps que cette tendance spontanée, ce comportement exploratoire, est inhibé, ou
stabilisé a posteriori, et peut ici expliquer I'nomogénéisation de la population en
neurones. Une dynamique de hasard/stabilisation est apte a décrire des mécanismes
comme ceux-ci, ou il est vraisemblable de penser que ces cellules ne regoivent pas
de signal particulier, mais explorent spontanément les différentes voies qui les

conduisent progressivement a un phénotype adapté au milieu.
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I1. B 3 Les génes du développement, nouvel avatar du déterminisme ?

La découverte de génes impliqués dans la mise en place du plan de I'embryon
(Lewis, 1978) a permis de redonner de la vigueur a la conception déterministe de
I'expression génétique, notamment le constat de leur action reproductible sur des
populations de cellules ciblées trés précisément, qui semble ne laisser que peu de
place au hasard. La colinéarité des génes hox, qui les place, sur le chromosome,
dans le méme ordre que celui de leur activation temporelle, et ce de maniére trés
conservée dans le regne animal, est de nature a conforter un fonctionnement
déterministe. Il n'est pas inutile de se demander dans quelle mesure leur
fonctionnement n'est pas un contre-exemple, voire une réfutation des dynamiques
proposées par |'approche endodarwinienne.

Il convient pour cela de rappeler que si le role de ces géenes est crucial dans les
phases de développement, il n'est pas pour autant strictement causal. Le rble des
genes est souvent étudié par mutation ou délétion, et observation des conséquences
de sa perte de fonction. Par exemple, on peut ainsi montrer que, dans de trés
diverses espéces, des génes orthologues sont impliqués dans la formation de I'ceil
(pax6 chez la souris, eyeless chez la drosophile) et que l'on peut méme les
substituer I'un a l'autre pour restaurer ce réle. Cela incite a en faire les "génes de
I'ceil". Cette simplification est cependant abusive. Leur surexpression dans des tissus
différents, chez des individus adultes, ne donne pas d'ceil (Schedl, et al., 1996). Cela
souligne que ces genes ne sont pas a eux seuls les déterminants de I'organogenése
de I'ceil. lls sont des partenaires nécessaires de sa formation, mais sont intégrés
dans un réseau d'interactions complexes, dépendant en outre du contexte

épigénétique. De nouveau, on n'explique pas l'apparition d'un caractére par
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I'expression d'un géne, et il est indispensable de faire appel a d'autres variables pour
en comprendre le fonctionnement. De surcroit, notre connaissance actuelle du
fonctionnement des génes homéotiques ne nous permet que d'établir des
corrélations entre leur expression et I'apparition des structures dans lesquelles ils
sont impliqués. Les mécanismes cellulaires correspondant ne sont pas connus. Rien,
par exemple, ne permet actuellement de conclure que leur mode d'action est
univoque.

Il importe donc de ne pas confondre l'importance relative d'un géne et le
déterminisme de son expression. Evelyn Fox Keller note, a I'appui de cette nuance
que "la complexité de la dynamique du développement a sapé complétement la
pertinence des génes comme causes du développement" (Fox Keller, 2000). Le
paradigme probabiliste ne s'oppose absolument pas a l'idée qu'un gene particulier
puisse avoir un réle cardinal dans certaines fonctions. |l postule justement que dans
ce cas, les mécanismes évolutifs auront précisément permis de maximiser sa
probabilité d'expression dans le contexte ou il agit, de sorte de parvenir a un
déterminisme fonctionnel de son expression (figure 8, p. 54).

Dans le cadre de cette probabilité d'expression relative, méme si en apparence trés
proche de 1, on peut ici souligner une propriété notable des génes hox. Nous avons
souligné la colinéarité séquentielle et temporelle de leur organisation. Il a été
démontré qu'une troisiéeme forme de colinéarité se surajoutait a celles-ci. L'affinité
des protéines Hox correspondantes pour leur séquence cible diminue selon cette
méme colinéarité. Pour le dire autrement, plus un gene hox est en 5' dans le
complexe homéotique (colinéarité séquentielle), plus il est exprimé tardivement
(colinéarité temporelle) et moins l'affinité de la protéine Hox correspondante pour sa

séquence cible est forte (Pellerin, et al., 1994). Cette séquence est le motif C/GTAAT.
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Cette décroissance d'affinité doit avoir un sens biologique. On comprendrait en effet
mal que la sélection naturelle ait favorisé une affinité maximale pour certaines
protéines Hox (codées par des génes en 3' de I'homéodomaine, exprimés
précocement) et pas pour d'autres, qui plus est codées par des génes voisins des
premiers, si cela était également nécessaire. |l est pertinent de penser ici qu'une
affinité forte est nécessaire dans les premiers stades du développement
embryonnaire, ou les populations cellulaires sont petites et ou la reproductibilité
statistique d'un phénoméne pourrait ne pas étre vérifiée. Cette affinité pourrait sans
dommage étre plus relative dans les phases tardives, permettant en outre aux
protéines d'adopter un comportement exploratoire leur permettant de balayer un
spectre plus large de séquences. Nous sommes peut-étre ici devant la
matérialisation explicite d'un mécanisme permettant d'aboutir graduellement a un
déterminisme fonctionnel a partir d'un fonctionnement probabiliste. A une autre
échelle, on peut d'ailleurs remarquer que certaines étapes clefs du développement
ont eux aussi une variabilité étonnante : c'est le cas de certains gradients (mais pas
tous), comme le gradient de la protéine bicoid, qui est structurant dans la théorie de
l'information de position, et qui varie cependant d'un embryon a l'autre. Des
mécanismes de correction d'erreur a posteriori sont postulés pour expliquer cette
diversit¢ (Houchmandzadeh, et al., 2002). Cela ressort typiquement d'un
fonctionnement adaptatif par essai/erreur, plus que d'un programme finement régulé.
Cette souplesse peut étre rapprochée des récents résultats sur la réactivité
d'embryons de drosophile aux variations de pression mécanique expérimentalement
exercée sur eux. Ces pressions peuvent suffire a induire I'expression ectopique de
genes du développement comme le gene Twist, impliqué localement dans le

changement de forme des cellules du mésoderme lors de l'invagination de celui-ci au
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cours de la gastrulation (Farge, 2003).Ces résultats nuancent eux aussi fortement la
notion de programme de développement. Pour reprendre les mots de Frederik H
Nijhout, "les génes ne fournissent pas les instructions pour le développement, mais
ils aident a fournir les bases matérielles du développement” (Nijhout, 1990).

Dans ce méme article ou il tente de se défaire des métaphores dont tout généticien
du développement est tributaire, il remarque au passage que certaines expeériences
montrent que des mutations dramatiques comme Antennapedia, dans des conditions
particuliéres, n'ont jamais une pénétrance compléte et qu'il existe une variété de
réponses possibles a ces mutations (Schneuwly, et al., 1987).

Cette derniére précision doit nous amener a rappeler, comme pour tout phénoméne
d'apparence déterministe, qu'un biais d'observation peut venir de notre habitude a
regarder les succes et négliger les taux d'échecs. Le déterminisme apparent du
fonctionnement des génes homéotiques doit Ia encore étre mis en balance avec le
fait que, quelles que soient les espéces, tous les embryons ne donnent pas des
adultes viables, et que ces pertes sont peut-étre le prix a payer pour que des
mécanismes complexes puissent dans certains cas s'enchainer harmonieusement et

aboutir a un développement complet.

II. B 4 La plasticit¢ des devenirs cellulaires pose un probléme a

I'interprétation programmatique

-Dédifférenciation - Transdifférenciation

La capacité de régénération n'est pas une observation récente. Il y a plus de 230 ans

Spallanzani observait que des salamandres adultes pouvaient régénérer leurs
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membres, leur queue, ou leur machoire, et espérait dans la conclusion de son traité
qgu'un jour 'nomme puisse étre doté de pareilles capacités. On sait aujourd'hui que
ces capacités régénératives sont principalement le fait de deux mécanismes qui ne
sont pas indépendants I'un de l'autre : I'existence de cellules souches adultes, et la
capacité de certaines cellules dans certaines espéces a se dédifférencier et
transdifférencier pour remodeler un organe ou un membre. Nous nous intéresserons
principalement au second mécanisme dans cette section sur la plasticité cellulaire.
La dédifférenciation est un mécanisme qui peut survenir, notamment chez les
salamandres a la suite d'une perte ou d'une amputation d'un membre. Autour de
cette zone, les myofibres, les cellules de Schwann, les cellules périostéales et le
tissu conjonctif se dissocient pour (re)former des cellules mononucléées qui
migreront et se transdifférencieront de sorte que le membre soit reconstitué. Ce
phénoméne est particuliérement frappant pour les cellules musculaires striées,
hautement différenciées et multinucléées qui se donnent en cellules mononucléées a
proximité du site d'amputation.

Bien que limité en apparence, ce mécanisme est un fait biologique de portée
générale puisqu'elle concerne le régne végétal dans sa grande majorité, les animaux
diblastiques (Cnidaires, notamment I'hydre) comme les triblastiques (Planaires). Elle
concerne aussi certains vertébrés comme les amphibiens. Chez les mammiféres, les
capacités de dédifférenciation ne semblent pas étre nulles (Sanchez Alvarado, 2001),
méme si elles ne sont pas observées in vivo. Des résultats expérimentaux récents
tendent a prouver que des facteurs synthétiques peuvent provoquer la
dédifférenciation de myotubes de souris (Rosania, et al., 2000), ainsi que certains
facteurs de transcription introduits par transgénése (Odelberg, et al., 2000) qui

permettent la dédifférenciation d'une fraction des cellules qui retrouvent alors leur
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pluripotence. Enfin des myotubes hybrides triton/souris ont permis de montrer que
lorsqu'on active en culture la dédifférenciation, le noyau murin reprend son cycle
cellulaire et sort de son état différencié post-mitotique (Velloso, et al., 2001),
renforgant I'hypothése que ce n'est pas le noyau, mais plutét l'incapacité globale de
la cellule murine a réagir au sérum qui est responsable du maintien de I'état cellulaire
différencié. Cela est a mettre en relation avec le fait que toutes les cellules ne sont
pas capables de dédifférenciation / transdifférenciation. Chez les amphibiens ce sont
les cellules du systéme nerveux, de l'intestin, de I'ceil et du cceur qui sont concernées,
sans savoir si cette liste est définitive.

Comment interpréter cette dédifférenciation, d'un point de vue endodarwinien ? On
peut d'abord remarquer que cette propriété est un défi aux typologies cellulaires, qui
sont indissociables d'une approche déterministe. En effet, on explique souvent que
telle cellule réagit a une variation du milieu en tant qu'elle appartient a un type
cellulaire particulier, possédant des marqueurs caractéristiques de ce type. Une
position typologique précise permettra ainsi de comprendre une réponse cellulaire
précise. Cette catégorisation sert de grille de réponse pour expliquer la dynamique
de réaction de la cellule. L'exemple de la dédifférenciation montre que la cellule peut
aussi repondre en échappant a ces catégories voire en passant de l'une a l'autre, ce
qui ne justifie plus une approche cloisonnée des typologies cellulaires. Celles-ci
doivent étre considérées, nous semble-t-il, comme des profils moyens, et provisoires.
Et I'on ne saurait fonder avec certitude la réaction présumée d'une cellule sur son
appartenance a tel ou tel type cellulaire.

La dédifférenciation/transdifférenciation peut-elle étre vue comme un programme ?
La encore, la littérature nous montre que les facteurs de dédifférenciation sont non

seulement communs a tous les types cellulaires susceptibles de subir le phénomene,
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mais sont en outre des molécules non spécifiques de cette fonction. Ce sont
principalement des facteurs de transcription de la famille des facteurs de croissance
fibroblastique (FGF), ou d'autres comme le facteur de transcription Msx-1 et Msx-2.
L'ensemble des études disponibles ne permet pas de déterminer un géne, parmi
ceux-ci ou d'autres, qui soit le déterminant de la dédifférenciation, et des cofacteurs
sont recherchés. Ces génes sont impliqués, leur expression est corrélée au
phénoméne, mais il semble difficile, Ia encore, de comprendre la logique d'un
hypothétique programme de dédifférenciation. En outre, observation importante, les
myotubes soumis a induction par Msx-1, qui apparait comme un acteur majeur du
phénoméne, ne sont que partiellement stimulées a devenir des cellules
mononucléées : seules 9% d'entre elles retrouvent leur potentiel pour se
transdifférencier ultérieurement en ostéoblastes, chondrocytes, ou adipocytes.
Soulignons ici que cette action sur une partie seulement des cellules, est typique
d'un fonctionnement probabiliste de I'expression génétique (Echeverri et Tanaka,
2002).

Il semble donc difficile, d'un point de vue expérimental, de parler de reprogrammation.
D'autant que nous avons souligné (cf. supra) que cela est aussi trés périlleux, d'un
point de vue logique. Si I'on accepte de dire que tout ce qui n'est pas programmé
peut étre considéré comme reprogramme, on dévoile la nature assez rhétorique de
I'ensemble. Car a considérer que tout phénomeéne physiologique soit une perpétuelle

reprogrammation, on finit par vider le mot de son sens.
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Tiré de le Douarin, 2000

Caille Poulet

Figure 13 : Exemple de greffe interespéces.
Greffe des somites 1 a 7 (niveau vagal) de caille en substitution des somites 18 a
24 (niveau brachial) de poulet.



- Le cas des cellules de la créte neurale

Les cellules de la créte neurale, étudiées notamment sur les embryons de poulet,
proviennent d'une région précise de l'ectoderme et possédent un nombre de
propriétés particulieres. En nombre limité au départ, elles sont pluripotentes, et nous
en verrons ci-dessous les conséquences. Elles ont une capacité migratoire trés
importante qui leur permet de quitter leur localisation d'origine pour gagner de
nombreuses régions de l'embryon, dans lesquels elles ont des devenirs tres
différents. Elles participent a la formation du systéme nerveux périphérique, ou elles
peuvent jouer le rle de neurones ou de cellules annexes (cellules gliales, cellules de
Schwann). D'autres donnent des cellules endocrines, d'autres des cellules
pigmentaires, d'autres participent a la formation du squelette, de la cornée, de
muscles ciliaires. Cet inventaire non exhaustif veut illustrer que la pluripotence de
ces cellules est trés large. Elles sont pour ces raisons un sujet d'étude classique des
mécanismes du développement embryonnaire.

On peut dresser des cartes des territoires présomptifs de ces cellules dans la créte
neurale. Le terme de territoire présomptif ne doit pas nous induire a penser que
chaque cellule de ces territoires est déterminée dans un destin particulier. Le terme
de "présomptif" exprime bien, subtilement, que I'appartenance a un territoire est
corrélée a un devenir "présumé", mais celui-ci n’est aucunement fixé de maniere
rigide. Les cartes donnent une topographie des devenirs qui pourrait laisser penser,
a tort, que ces devenirs sont gravés dans le marbre. Mais on doit interpréter ces
cartes a la lueur des nombreuses expérimentations complémentaires qui les

accompagnent et qui, elles, mettent en évidence la plasticité de ces devenirs.
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Des expériences de ce type reposent sur des xénogreffes qui sont compatibles entre
deux espéces proches, par exemple caille et poulet. De plus on est capable, par des
marquages avec des anticorps spécifique de la caille, de tracer le devenir des
cellules de cailles greffées sur un poulet. Pour évaluer la plasticité des cellules de la
créte neurale, on procéde de la maniére suivante. On greffe un fragment de créte
neurale de caille dans un embryon de poulet, a un niveau de I'axe nerveux autre que
celui dont il provient chez la caille. Par exemple, on remplace la région des somites 1
a 7 d’'un embryon de poulet par celle des somites 18 a 24 d’'un embryon de caille. On
parle alors de transplantation hétérotopique (Figure 13). La question qui se pose
alors est de savoir si, dans 'embryon de poulet greffé, les cellules du greffon vont se
comporter en fonction de leur localisation initiale ou de leur nouvelle localisation. On
constate alors que les cellules se comportent en fonction de leur nouvelle localisation.
Non seulement elles vont migrer dans les territoires qui correspondent a cette
nouvelle localisation, mais en outre elles y assureront les mémes fonctions (si elles
deviennent des neurones, elles secréteront les mémes neurotransmetteurs) que les
cellules qu’elles remplacent. Ceci montre que ces cellules, pourtant localisées dans
une zone preécise dans la créte neurale de la caille, présentent une certaine plasticité
quand on les change de zone. Et 'on peut interpréter cette plasticité non pas comme
I'exécution d’'un programme, mais plutot une sensibilité de ces cellules au conditions
environnementales et tout particulierement trophiques qui motivent leur migration.
Cette plasticité, encore une fois, semble mal s’accommoder avec la prédétermination
qui est sous-jacente dans la notion de programme. La possibilité de greffe elle-méme
contredit I'approche programmatique, ou du moins n'est compatible qu'avec une
approche trés nuancée du "programme", ou la principale faculté de celui-ci serait son

adaptabilité a en mettre un autre en route...

106



Il. C Une relation trophique au cceur du développement

II. C 1 Les sous entendus de la métaphore informationnelle

On pourrait ici objecter que cette plasticité est justement une des conditions qui
permettent de répondre a des signaux et réaliser le programme génétique. Outre le
fait qu’il est toujours ambigu de vouloir faire coincider la notion de programme avec
'adaptabilité manifeste des cellules, il semble nécessaire de regarder dans le détail
la nature réelle des signaux échangés. Si ceux-ci n‘apportent aucun bénéfice a la
cellule qui les recoit, les intégre, et y répond de maniére appropriée, on peut
effectivement les considérer comme de l'information. Mais si I'on met en évidence
que ces "signaux" représentent une ressource pour la cellule receveuse, qu'elle les
métabolisent et qu'elles réagissent de maniere aléatoire a ce "signal" alors la vision
programmatique n'a plus de pertinence.

En effet, le modéle déterministe repose sur la notion de transmission d’information.
Une cellule receveuse recgoit une signal, ou encore instruction. Ce vocabulaire
apparemment neutre est en fait lourd de sens. Présupposer qu’une substance regue
ait un réle de signal n’est pas anodin, et en tout cas ancré dans une métaphore
informationnelle qui a une dimension historique.

Le premier présupposé est celui de la spécificité du signal lui-méme. Si la substance
recue n'est pas qu'une substance mais un signal, c'est qu'elle véhicule une unité

d'information dont la spécificité va déclencher une réponse appropriée de la part de
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la cellule réceptrice. Nous avons soutenu que la spécificité n'existait pas en tant que
telle, en biologie. Les régulations transcriptionnelles sont dégénérées, les voies de
transductions sont dégénérées (Edelman, 1978 ; Duboule, 1998), mais I'on persiste a
chercher les signaux spécifiques de chaque situation. Et quand on en trouve ils sont
souvent multiples, et interviennent souvent dans des régulations contradictoires. En
résumé, ils ne sont pas en tant que tel des signaux.

Par ailleurs, recevoir des signaux et y répondre, méme si I'on nuance ces termes,
c’est en substance obéir a un dessein extérieur auquel la cellule serait asservi. C'est
étre la partie d’'un tout au bénéfice duquel on agit de maniére appropriée et
potentiellement altruiste puisque l'intérét du tout peut ne pas coincider avec l'intérét
de la cellule. Or rien ne vient jamais expliquer comment une cellule peut faire primer
l'intérét a long terme de la population sur son intérét immédiat. En terme évolutif, cela
s’appelle de la sélection de groupe et I'on sait que les sélections de groupe ne sont
acceptables que dans la mesure ou I'on découvre que chaque individu (ici, chaque
cellule) tirait un bénéfice immédiat de ce comportement. Bénéfice non évident au

premier abord.

II. C 2 La relation trophique au cceur des échanges intercellulaires

- Portée et limite d'une métaphore de substitution

Comment alors, si 'on met de cété la métaphore programmatique, donner un cadre

cohérent a l'activité de chaque cellule prise isolément, dans la mesure ou l'on
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constate que globalement ces actions individuelles assurent généralement la survie
de I'ensembile ici, 'organisme ?

Peut-étre en regardant de plus prés ce que nous avons I'habitude de qualifier de
signal. Et en remarquant que ces " signaux " sont souvent, des facteurs trophiques.
De nombreux exemples existent et permettent de donner une lecture trophique aux
phénoménes qui président a la différenciation cellulaire, notamment dans les
expériences les plus spectaculaires. Une illustration est donnée par les travaux de
Hamburger et Levi-Montalcini.

Viktor Hamburger, dans les années 1940, travaillait sur le développement des
neurones moteurs de la moelle épiniére. Son modéle expérimental était le poulet.
Cherchant a étudier 'adaptabilité des centres nerveux en fonction des changements
d’environnement, il greffa, sur un embryon de poulet, un bourgeon supplémentaire
qui permettait d’envisager d’obtenir un membre surnuméraire. C’est effectivement ce
gu’il obtint, mais il remarqua en outre que cela avait provoqué la une hyperplasie,
c'est-a-dire une augmentation du nombre de neurones en relation avec une
hyperactivité fonctionnelle, qui avait été induite par la greffe de nouveaux tissus
cibles de l'innervation. Comme le note Nicole le Douarin, " il émit I'hypothése que les
tissus cibles de l'innervation produisaient probablement des substances de type
trophique qui transportées de maniére rétrograde de la synapse au corps cellulaire
du neurone, étaient responsables de I'hyperplasie constatée ". La collaboratrice
d’Hamburger, Rita Levi-Montalcini, obtint des résultats sur les neurones des
ganglions sensoriels similaires a ceux d’Hamburger sur les motoneurones. Ces
résultats ainsi que dautres, complémentaires, leur permirent de valider
progressivement I’hypothése d’un rdle trophique de l'innervation neurale (Le Douarin,

2000). On voit qu’ici, ce que nous serions tentés d’interpréter classiquement comme

109



un signal est en réalité une ressource pour laquelle la cellule a un intérét immeédiat.
Cela active une réaction exploratoire du tissu neuronal dont la masse et le nombre
de branchements s'accroit a la mesure de ce que la nouvelle source permet.

Un autre exemple de relation trophique peut conduire celle-ci a étre abusivement
présentée comme un signal. Dans le cadre des études de dédifférenciation, on peut
entretenir des myotubes de tritons, indéfiniment, en culture. Ce sont, on I'a vu, des
cellules multinucléées. Quand on enrichit le milieu en sérum de veau, de mouton ou
de poule ces cellules repassent a I'état mononucléé (Tanaka, et al., 1999). On
pourrait donc ici dire que les cellules par la fourniture ou la privation de sérum,
recoivent des signaux leur indiquant la voie a suivre. N'est-il pas plus simple de
considérer que la différenciation est ici un stress correspondant a la privation de
sérum, entrainant une adaptation sélective lors du passage d'un milieu nutritif a un
milieu non nutritif et pour laquelle le phénoméne inverse se produirait donc par
enrichissement du milieu ?

Dans ces deux exemples, la métaphore du signal apparait superflue voire trompeuse.
Le comportement de la cellule peut s’interpréter en tant que tel et non pas dans le
dessein d’un organisme supérieur. Que les intéréts a tous les niveaux coincident,
c’est ici évident. La cellule se nourrit et prolifére, et 'organisme se développe. Mais il
y a bien un intérét immeédiat pour la cellule individuelle. Et rien n'autorise a penser
que l'intérét global prévaut. Bien plus logiquement, il semble parcimonieux de
proposer que ce soit au contraire quand les cellules, individuellement, trouvent leur
intérét immédiat, dans la limite des contraintes imposées par leur génome, que
peuvent se développer les conditions qui rendent possible un organisme

multicellulaire. C'est sur la base de ces hypothéses que des travaux théoriques ont
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pu proposer une place prépondeérante pour la relation trophique dans la construction
de la multicellularité (Kupiec, 1986, 1997).

Il faut bien sOr apporter de la nuance a cette proposition. Une cellule n'est pas
réductible a une entité réagissante dans l'immédiateté. Elle est aussi le produit d'une
histoire évolutive, dont le génome est I'archivage. La cellule répond aux variations
environnementales avec le stock de réponses évolutives mémorisées que sont les
génes. Que ceux-ci aient été sélectionnés parce qu'ils ont permis le succés évolutif
des individus qui les portaient, cela n'est pas contesté ici. Il n'en demeure pas moins
gu'ils forment un ensemble par lequel chaque cellule doit pouvoir elle-méme trouver
des moyens de survie, et que faire l'impasse sur ce niveau d'organisation n'est pas
cohérent dans l'approche endodarwinienne. Nous verrons a ce titre que méme les
genes impliqués dans lI'apoptose peuvent étre soumis a cette grille de lecture.

Par ailleurs il importe de préciser ce que nous entendons par "ressource". Il est
parfaitement légitime d'opposer a cette proposition qu'un certain nombre de
"signaux" échangés n'ont pas de valeur énergétique ou métabolique particuliére. A
tout le moins, la survie des cellules n'est pas menacée par I'absence d'un grand
nombre de signaux (les cellules du systéme immunitaire peuvent attendre un vie
durant l'arrivée hypothétique de I'antigéne sans mourir pour autant). Passons nous
donc alors d'une métaphore "programme" a une meétaphore "écosysteme" qui
posséde autant d'approximations que la précédente ? Nous ne le pensons pas.
Certes, cela reste une métaphore, une tentative allusive d'unifier nos propositions,
mais cela n'implique pas une correspondance totale des deux éléments comparés.
Toute métaphore a ses limites. Dans le cas de celle de I'"écosysteme", une de ces
limites est qu'un écosysteme ne se reproduit pas. Un autre est donc celle de la

définition de ce qu'est une "ressource". Dans le modéle endodarwinien, les signaux
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sont fonctionnellement percus comme des ressources en ce qu'ils permettent a la
cellule de se multiplier, quel que soit le mécanisme déclencheur de cette
multiplication. Cela n'implique pas formellement qu'ils aient en tant que tels une

valeur métabolique particuliere (Atamas, 1996).

- Relation trophique et vascularisation

Un autre exemple que I'on peut donner ici, sur la réinterprétation de la différenciation
en terme d’adaptation aux ressources, est le cas des cellules de la créte neurale qui
interviennent dans la vascularisation. Certaines de ces cellules sont décrites comme
" destinées " a constituer 'endothélium vasculaire, c'est-a-dire la partie la plus interne,
des vaisseaux sanguins irriguant les centres nerveux. La différenciation de ces
cellules s’accompagne de la mise en surface d'un récepteur a un facteur de
croissance vasculaire dit Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF). LE VEGF est
produit par le cerveau en formation et il induit alors les cellules endothéliales issues
de la créte neurale a pénétrer dans I'épithélium neural pour constituer I'endothélium
vasculaire. On semble donc avoir ici un exemple classique de signal émis
provoquant une différenciation. Mais il est instructif de préter attention au contexte de
la sécrétion de ce facteur. Celle-ci a lieu dans le tube neural, mais dans un premier
temps, le géne codant pour VEGF n’est pas exprimé. C’est seulement quand les
cellules se retrouvent en situation d’anoxie, due a I'épaississement progressif de
I'épithélium et 'impossibilité croissante pour 'oxygéne de diffuser au travers, qu’elles
vont secréter ce facteur qui va induire la vascularisation et favoriser la livraison
d’oxygéne (Le Douarin, 2000). Vu de cette maniére, VEGF n’est pas un signal de
différenciation mais la simple conséquence d’un stress cellulaire. Les cellules ne

cherchent pas ici a communiquer entre elles, mais I'une émet des molécules
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particulieres a son état de stress et les cellules receveuses métabolisent cette
molécule et vont a sa source. |l y a donc une relation trophique simple entre ces deux
types cellulaires, au sens ou elles ont un intérét immeédiat dans ce qui s’apparente a
I'échelle de I'organisme comme une coopération intercellulaire mais qui est en fait
une relation de symbiose. Ces résultats concernant la vascularisation et
I'angiogenése sont généralisables. L'hypoxie ou I'anoxie sont souvent impliqués dans

le déclenchement des cascades menant a la vascularisation.

- Relation trophique et apoptose

Dans un ordre d’'idée similaire, on peut ainsi et de maniére symétrique envisager
'apoptose dans le contexte d’une vision trophique des relations intercellulaires.
L’apoptose est un phénoméne actif qui engage les cellules vers la mort, et se
distingue en cela des nécroses qui sont des phénoménes passifs. Il s’agit donc dans
I'acception classique qui est faite du phénoméne, d’'un suicide cellulaire qui est peu
compatible avec une vision trophique : si les cellules ne réagissent qu’en fonction de
leur intérét immédiat, on comprend mal que certaines se suicident, pour le seul
bénéfice de l'organisme. Mais si l'on s’intéresse aux causes qui président a
'apoptose, notamment aux "signaux" qui sont impliqués dans [linitiation du
programme de " suicide ", on peut remarquer qu’il s’agit souvent d’'une carence pour
des molécules nécessaires au développement des cellules et qui doivent étre
nécessairement apportées par I'alimentation, comme le rétinol (ou vitamine A). La
carence pour cette vitamine au cours de 'embryogenése de poussins de cailles est
reconnue comme une source d’apoptose qui obére un bon développement.

Par ailleurs, 'exemple souvent présenté comme canonique de I'apoptose, la perte

des palmures entre les doigts au cours de 'embryogenése des mammiféres, peut
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s’interpréter en terme d’accés aux ressources. En effet, 'apoptose suit la formation
des cinq axes vasculaires qui sont I'ébauche de la vascularisation des futurs doigts.
Les cellules qui rentrent en apoptose sont celles qui sont les plus éloignées de ces
axes. Pour celles-ci, le probléme de 'accés a I'oxygéne devient problématique au fur
et a mesure de I'épaississement des épithéliums. Les cellules les plus proches des
vaisseaux, elles, profitent en priorité des ressources et progressivement la main se

sculpte en épousant le contour de ces axes.

Grace a ces exemples que l'on pourrait multiplier, on peut comprendre qu’il est
possible de considérer les formes de différenciations cellulaires (et méme les plus
extrémes comme la mort) comme une réaction locale a des conditions trophiques au

sens large (alimentation, oxygéne, espace).

II.D Des surproductions transitoires.

Revenons aux travaux de Hamburger et Levi Montalcini, sur la mécanique de
l'innervation des tissus cibles. On vient de voir qu'ils envisagérent la relation
trophique pour expliquer le comportement exploratoire des neurones. Mais ils allerent
plus loin. En effet, ils démontrent que dans une phase ou les neurones s’adaptent a
la présence d’'un champ d’innervation supplémentaire, il y avait " production " en
surnombre de neurones, suivie d’'une mort cellulaire des neurones non adaptés. Ces
résultats furent généralisés a I'ensemble des centres et ganglions nerveux.

On voit que ce que nous serions tentés d’interpréter classiquement comme un signal

est en réalité une ressource pour laquelle la cellule a un intérét immeédiat. La

métaphore du signal est en 'occurrence entierement superflue et donc trompeuse ici.
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Le comportement de la cellule peut s’interpréter en tant que tel et nous pas dans le
dessein d’un organisme supérieur. Que les intéréts a tous les niveaux coincident,
c’est ici évident. La cellule se nourrit et proliféere, et 'organisme se développe. Mais il
y a bien un intérét immédiat pour la cellule individuelle. Citons ici encore N. le
Douarin :

"Loin d’assister a un développement selon un plan linéaire, on voit alterner des
phases de production intensive (en fait, de surproduction) avec des moments de
restructuration massive de certaines cellules, la réassociation ou la transformation
profonde de bien d’autres permettent (seules) la " sculpture " du vivant. Le
développement et la vie d’un individu ne reposent pas uniquement sur la genese puis
sur la préservation de ses cellules comme le laisserait supposer un célébre
aphorisme de Bichat : " la vie est 'ensemble des fonctions qui résistent a la mort ".
La construction méme de l'organisme puis son fonctionnement impliquent aussi un
modelage permanent par la destruction ou par le " suicide " d’'un grand nombre de
cellules ".

On verra que la notion de suicide cellulaire peut étre diversement interprétée, et en
tout cas en d'autres termes que celui d'un "altruisme cellulaire" qui aménerait au
sacrifice de certaines pour le bénéfice des autres, il n'en reste pas moins que la
synthése qui est faite ici du développement correspond trait pour trait a une
dynamique endodarwinienne. Comment comprendre sinon, la surproduction
transitoire des cellules ? S'il existe une signalisation classiquement présentée
comme incroyablement fine et régulée, comment envisager que l'on passe
systématiquement par un trop plein de production qui est ensuite systématiquement
dégradé ? Comment I'évolution n'aurait-elle pas mis en place des régulations moins

colteuses en énergie, en ressources et en temps ? Les dynamiques
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endodarwiniennes permettent de répondre a cette question fondamentale. Il y a
surproduction parce qu'il n y a pas de programme, mais des phases ou le
comportement exploratoire des cellules est stimulé de sorte que certaines d'entre
elles puissent adopter le comportement adapté a la situation, comportement dont
elles retirent un bénéfice immédiat. Dans le cas des neurones qui métabolisent les
substances trophiques des tissus cibles " plusieurs motoneurones de la moelle
épiniére envoient leurs axones jusqu’aux fibres musculaires, mais c’est celui qui
établit le contact le premier ou le plus efficacement (en terme d’absorption ou de
facteurs trophiques) qui survit. Les autres sont éliminés de la compétition : leur cone
de croissance et leur axone se rétractent ; finalement, ils meurent ".

La logique de surproduction "transitoire" peut étre transposée a d'autres échelles.
Dans tous les cas elle relativise l'impression de fine régulation que l'on retire de
I'observation des "succeés", puisqu'on les met en regard de tous les "échecs" qui ont
été nécessaires. Une échelle différente de celle de la mortalité cellulaire peut étre par
exemple celle de la mortalité embryonnaire.

Il existe des données mal connues et peu souvent évoqueées, concernant
'importance des cas d’avortement précoces. En terme médical, plus ils sont
précoces, plus ils sont ignorés, la mére n'ayant méme pas eu le temps de prendre
conscience de son démarrage de grossesse. Au plan fondamental, il est pourtant
nécessaire de documenter ce taux d’échecs. S’il est faible, les échecs pourront étre
vu comme l'exception a la régle d’'un programme finement régulé. Si ce taux est
élevé, il devient pertinent de comprendre ces nombreux échecs comme le prix a
payer (la base aléatoire d’'une dynamique endodarwinienne) pour assurer le succes
des autres démarrages. Et dans ce cas, admettre que I'évolution biologique a

sélectionné une dynamique d’essai /erreur plutdét que celle d’'un programme finement
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régulé. Il convient de rester prudent mais il semble que les chiffres disponibles
plaident plutét en faveur de la deuxiéme branche de I'alternative (Scott Forbes, 1997).
Les taux globaux de d’avortement spontanés humains sont estimés, selon les études,
de 18,5% a 74 % (Simpson et Golbus, 1992). Insatisfaisant écart de résultats,
impropre a une conclusion définitive et traduisant I'absence d'un consensus sur la
méthode d’évaluation, conséquence vraisemblable du peu d’importance accordée
cliniguement a cette problématique. Les études les plus précises (Wilcox, et al., 1988)
fixent a 31 % l'estimation basse du taux global d’avortements suivant fécondation,
toutes causes confondues, tous stades confondus. Au sein de cette estimation, les
deux tiers de ce taux concernent des grossesses qui s’arrétent avant d’étre
cliniquement repérées. Ces résultats ne semblent pas étre compatibles avec un
processus évolutif qui sélectionnerait progressivement les combinaisons génétiques

les plus aptes a assurer un développement précis et reproductible.

Il E Des greffes qui dévoilent des coopérations cellulaires sur une base

plus fonctionnelle que génétique

L'intérét a court d'une cellule terme peut étre détecté dans d'autres systemes
expérimentaux. Et la encore, un retour aux sources est utile. Dans les expériences
de Spemann publiées en 1924, que nous avons évoquées plus haut, les structures
qui apparaissent sont pour partie hybrides et pour partie spécifique d’'une des deux
espéces. Rappelons ici pour mémoire qu'en greffant une deuxiéme levre
blastosporale a une gastrula de triton, Spemann et Mangold obtenaient deux

embryons siamois. Le cas des structures hybrides est ici a considérer de prés. Que
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des cellules provenant d'organismes différents se rassemblent pour constituer des
structures hybrides semble indiquer que ce qui les guide est un intérét a court terme,
fondé sur des relations fonctionnelles et topographiques, relations qui sont elles-
mémes conditionnées par des considérations trophiques. Ces relations semblent
prévaloir ici, dans le cas des structures hybrides, sur l'origine génétique. En cela,
elles semblent ne pas étre compatibles avec le schéma classique de cellules au
service de l'organisme dans le but d'assurer sa survie et la propagation de son
génome. En effet, dans le contexte d’'un organisme ou lI'ensemble des cellules
agissent de telle maniére qu’elles favorisent la propagation de leur génome (Dawkins,
1976) par rapport a celui des autres, on comprend mal la coopération entre cellules
ayant la méme fonction mais provenant d’individus différents, qui plus est d’espéces
différentes. Sans méme aller jusqu'a la, si 'on envisage un organisme comme un
ensemble ou chaque cellule réagit de maniere a assurer sa propre survie sans
considération sur son patrimoine génétique, alors l'aspect fonctionnel de la
coopération entre cellules d'origines éloignées se congoit mieux au sein de cet
organisme chimérique. Les cellules des somites ont ici un intérét immédiat a étre
rassemblées et cet intérét immédiat prime et de loin sur l'intérét a long terme de la
propagation du génome de chacune. Cette remarque permet d'illustrer que la
coopération intercellulaire peut tout a fait s'intégrer a une théorie endodarwinienne.
De méme que la biologie des populations a depuis bien longtemps intégré les
phénomeénes de symbiose dans son cadre explicatif, et que personne ne songerait a
affirmer qu'elles vont a I'encontre du principe général de compétition dans la
sélection naturelle, on peut tout a fait postuler une coopération fonctionnelle entre
cellules comme une relation structurante de I'organisme, a supposer que I'on puisse

définir des intéréts bien compris pour chacune des cellules prises isolément.
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Il F Conclusion

Dans cette approche endodarwinienne du développement nous avons voulu montrer
qu'il était possible de poser des bases pour une lecture non "programmatrice" des
observations faites. Nous avons souligné la plasticité des devenirs, la non-spécificité
des régulateurs, le fonctionnement probabiliste sous I'apparence du déterminisme.
Nous avons proposé qu'il serait utile d'envisager les étapes du développement sous
I'angle d'une relation trophique.

Si les cellules, prises individuellement, ont un comportement aléatoire, cela remet en
cause le cadre général déterministe dans lequel on décrit usuellement les
phénomeénes biologiques. On a vu que l'on pouvait alors proposer un autre cadre,
autour de la notion d’accés différentiel aux ressources, et qui remplace la vision
programmatique. Insistons ici, au travers de cette remarque, sur le fait que les
cellules émettent et regoivent bien des molécules ; que les cellules réagissent a un
certain nombre de stimuli et cela, indépendamment du fait de savoir si elles y
réagissent de maniére homogéne ou non. Notre cadre conceptuel ne nie pas les
interactions cellulaires a courte ou longue distance. De maniére générale, ce ne sont
pas les observations qui sont contestées ici mais plutdt I'échelle a laquelle on les
interpréte, et aussi la conception des expérimentations qui fait balayer un spectre
incomplet d’hypotheses.

Dans le cadre du développement, il est cependant prévisible que les dynamiques a
l'ceuvre sur des grandes populations de cellules ne puissent étre reproduites,
notamment dans les phases précoces. L'embryologie est donc, le contexte idéal pour

tester les limites de prédictibilité de nos hypothéses et mettre en évidence les
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mécanismes qui, bien que probabilistes, ont l'apparence d'un déterminisme

fonctionnel.

Nous allons désormais porter notre attention sur un autre champ d'étude qui semble

marquee par une approche déterministe : I'apoptose.
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lll L'apoptose contredit-elle les dynamiques endodarwiniennes ?

Ill. A Introduction

Il existe une typologie précise et consensuelle des différentes morts cellulaires
observables dans un organisme. Ces différentes morts se situent entre deux cas
canoniques extrémes : la nécrose qui est décrite comme une mort passive et
désordonnée, et I'apoptose, décrite comme une mort cellulaire programmée, active
et ordonnée. Des figures intermédiaires ont été décrites (cf. infra). Ici encore, il ne
s’agira pas de traiter intégralement du champ d’étude immense qui s’intéresse a la
mort cellulaire. Alors que, quelle que soit 'approche que I'on puisse avoir sur la
structuration et le développement d’'un organisme, approche déterministe ou
probabiliste, I'existence d’'une mort cellulaire comme facteur structurant, permettant
la " sculpture du vivant" (Ameisen, 1999), apparait comme intelligible et nécessaire,
nous chercherons a montrer qu’au sein des différents types de morts cellulaires, le
phénomeéne d’apoptose peut dans un premier temps étre contre-intuitif dans le cas
d’'une société de cellules régie par des dynamiques endodarwiniennes. En effet, en
premiére approximation, le concept de mort cellulaire programmée, souvent qualifié

de "suicide cellulaire", est caractérisé par une apparence d’ "altruisme cellulaire"
radical au cours duquel certaines cellules sont présentées comme se sacrifiant pour
le bénéfice de la communauté. Quels qu’en soient les déclencheurs, I'apoptose est
une dynamique interne a la cellule concernée, laquelle met en jeu des mécanismes

génétiques précis qui conduisent a son autodestruction. Concevable dans un cadre

conceptuel ou I'ensemble des cellules est au service de I'organisme dans la finalité
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de protéger et transmettre son patrimoine génétique, cette approche parait en
revanche s’opposer de maniére frontale, a I'approche endodarwinienne. En effet,
pour celle-ci, I'organisme n'est pas une finalité (méme formelle) pour chaque cellule,
mais la résultante d'un état d'équilibre entre elles. Cette résultante, cet état de fait
non programmé ne justifie pas le "suicide" de certains individus cellulaires au profit
d'autres. Les cellules ne réagissent aux variations de leur environnement immeédiat
que dans leur intérét propre et instantané, certes dans la limite des solutions
permises par le génome qu'elles possedent et qui peuvent nuancer, comme on l'a
souligné auparavant, cette immédiateté. Un modele endodarwinien prédit une mort
cellulaire a l'issue d'une sélection, et non d'une programmation. Il y a donc une
contradiction potentielle entre notre modele et le phénoméne d'apoptose, central
dans de nombreux processus biologiques, et il est nécessaire de chercher a lever

cette contradiction.

lll B La typologie des morts cellulaires a des contours flous qui mettent

partiellement en cause la spécificité des processus apoptotiques

Comme mentionné initialement, il existe une variété de morts cellulaires,
distinguables par des caractéristiques observables qui ont conduit a en dresser une

classification.

II1. B 1 La nécrose

La nécrose est présentée comme un phénomene passif, souvent associé a une mort

pathologique, au cours duquel une entrée d’eau entraine la perte de l'intégrité des
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membranes nucléaires et cellulaires. En conséquence, le contenu cytoplasmique est
relargué dans l'espace extracellulaire. L’ADN est fragmenté de maniére aléatoire.
Les agents responsables de la nécrose, s’ils sont encore présents dans la cellule,

peuvent alors se répandre et éventuellement menacer les cellules avoisinantes.

II1. B 2 L'apoptose

A 'opposé, I'apoptose est un processus de mort qui induit une diminution du volume
cellulaire, et une désolidarisation des cellules alentour par ruptures des liaisons
intercellulaires, une condensation tant du cytoplasme que du noyau, une
fragmentation nucléaire, une condensation chromatinienne puis un clivage de celle-ci
en fragments réguliers, et la formation de corps apoptotiques, qui aboutissent a une
mort de la cellule dans ses propres limites, facilitant ainsi I'élimination et/ou le
recyclage des composants. Cette mécanique qui permet de circonscrire la mort,
repose sur des cascades de réactions internes a la cellule et activées par elle. C’est
pour cette raison que l'on parle de suicide cellulaire, méme si ce terme est
problématique. Il est évidemment métaphorique, mais néanmoins lourd de sens et de
présupposés. On peut lui préférer le terme plus neutre de " mort propre " qui est en
fait la définition minimale de I'apoptose par opposition aux autres mécanismes de
mort cellulaire. On peut d'ailleurs noter que certaines cellules T cytotoxiques
procedent a la destruction de leurs cellules cibles par I'utilisation provoquée de ces
mécanismes internes de "suicide". Cela peut étre envisagé soit comme un
recrutement d'une fonction préexistante (en l'occurrence la capacité
d'autodestruction) par la cellule tueuse, soit a l'inverse comme l'intériorisation de

processus de destruction exogene, liée par exemple a la machinerie de lutte contre
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Figure 14 : Schéma simplifié des deux grandes voies d'apoptose.

Sur fond bleu, la voie dite du signal de mort, faisant intervenir un récepteur
transmembranaire CD95 et des procaspases 8 et 3. Sur fond vert la voie
mitochondriale, qui fait intervenir des protéines de la famille Bcl2. Ces deux

voies influent sur I'apoptosome.



ceux-ci. Cette seconde approche pourrait fournir une piste d'explication de
I'apparition contre-intuitive de I'apoptose, nous y reviendrons.

Les mécanismes de I'apoptose sont extrémement conservés et répandus de maniere
généralisée dans le monde vivant. Elle a été caractérisée dans tous les chez tous les
animaux multicellulaires ou elle a été cherchée, notamment les cnidaires, les
nématodes, les mammiféres, les insectes, les amphibiens, les oiseaux. L’apoptose,
en tant que phénoméne actif, a été caractérisée de maniére moléculaire par la
présence quasi généralisée d’acteurs comme une famille de cystéines protéases, les
caspases, ainsi que d’autres protéines comme APaf-1 et la famille de protéines Bcl-2
associées a la mitochondrie.

On trouve des homologues des génes impliqués dans I'apoptose dans une grande
varieté d'espéces. Des mécanismes analogues sont aussi repérés dans le régne
végetal et dans certaines especes de champignons. Méme s'il est vain de prétendre
faire une synthése ici de la complexité des mécanismes d'apoptose identifiés, on
peut néanmoins présenter un schéma des deux grandes voies d'apoptose décrites
pour les cellules de mammiféres (Hengartner, 2000) dont certains éléments seront
discutés plus loin. La figure 14 illustre ces voies et I'on s'y référera a plusieurs
reprises au cours du texte.

-La voie dite "du signal de mort". Si un ligand se fixe sur le récepteur
transmembranaire CD95, il provoque le recrutement via FADD de procaspases-8 qui
s'assemblent transitoirement pour donner des caspases actives, elles mémes
inductrices de caspase-3. La caspase-3 active est un effecteur décrit des
phénoménes d'apoptose.

-La voie dite mitochondriale.
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Suite a des dommages dans I'ADN, une cascade de réactions conduit a l'activation
de protéines de la famille Bcl2. Parmi elles, certaines ont des effets agonistes sur
l'apoptose ; Bax provoque notamment la perméabilisation de la membrane
mitochondriale externe, et le relargage du cytochrome C. Associé a Apaf-1, le
cytochrome C permet l'activation de la procaspase 9 au sein de l'apoptosome, qui
conduira a l'activation de la caspase-3. D'autres membres de la famille Bcl-2, comme
Bcl-2 elle-méme et Bcl-xL ont un réle antagoniste en inhibant directement ou
indirectement le relargage du cytochrome C. De nombreux intervenants viennent

complexifier cette voie.

II1. B 3 Des formes intermédiaires présentent des caractéristiques mixtes

Entre ces deux formes extrémes de mort cellulaire, des formes intermédiaires ont été
décrites, notamment dans le cadre de la mort neuronale, dont on a vu qu’elle était
impliquée dans une dynamique de structuration du systéme nerveux. En plus des
deux types évoqués ci-dessus, on trouve des figures de mort cellulaire neuronale dite
autophagique, qui fait intervenir des vacuoles autophagiques cytoplasmiques
d’origine lysosomale et une dilatation mitochondriale. Par certains aspects, la mort
neuronale autophagique, qui a elle-méme plusieurs variantes, micro- ou

macroautophagique, s’apparente a chacune des deux figures extrémes.

Si I'on en reste a la schématisation d’'une mort passive et d’'une mort contrdlée, on
peut comprendre qu’elles ne soient pas intégrées de la méme maniére dans un
schéma endodarwinien. Une mort passive peut étre considérée comme la
conséquence d’'une contre sélection de la cellule dans le cadre par exemple d’'une

compétition pour les ressources. On a vu que cette mort cellulaire est indispensable,
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dans ce schéma, en tant qu’il est la conséquence logique de la surproduction
transitoire de cellules permettant un tri sélectif des cellules adaptées. En revanche,
I'apoptose, qui implique une mise en place interne, individuelle, d'une machinerie
d’autodestruction, défie en apparence I'approche endodarwinienne, puisque la mort
d’'individus cellulaires n’est plus seulement subie, mais décrite comme provoquée par

les cellules elles-mémes.

Néanmoins, l'intérét de I'ébauche de typologie des morts cellulaires présentées plus
haut, comprenant des intermédiaires entre les extrémes, est de nous faire prendre
conscience que les limites entre ces phénoménes ne sont pas étanches. Si une
typologie est une construction nécessaire pour ordonner la connaissance que l'on a
de phénoménes apparentés (et en cela, elle est la premiére et |égitime étape de la
connaissance scientifique), elle demeure une construction subjective, qui comportera
toujours, méme de maniére résiduelle, une part d’arbitraire. En I'espéce, les
différentes morts cellulaires sont regroupées selon qu’elles donnent lieu a certaines
combinaisons de phénomeénes (cf. supra), mais on constate qu’ls sont
individuellement partagés par différents types. Ainsi, la forme intermédiaire, dite de
mort autophagique (Klionsky et Emr, 2000), notamment décrite dans la mort
neuronale, elle-méme une catégorie subdivisable, comporte des traits de caractéeres
propres soit a I'apoptose, soit a la nécrose. Or il apparait qu’elle est un élément
fondamental de la mort cellulaire neuronale. Elle est décrite par exemple dans la
mort neuronale au sein du noyau isthmo-optique du poulet (Clark, 1990), et dans la
mort par privation en NGF de neurones sympathiques, ainsi que de cellules PC12, et

potentiellement dans la mort de cellules de Purkinje (Ohsawa, et al., 1998 ; Xue, et al.
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1999). Ceci est de nature a relativiser la prépondérance de I'apoptose dans la mort

structurante au cours du développement du systeme nerveux.

Il est ici utile de porter notre attention sur les figures caractéristiques de I'autophagie.
Le critere principal est l'apparition de vacuoles intracellulaires bimembranaires
contenant des fragments de reticulum endoplasmique ou mitochondrial et des
hydrolases lysosomales. Cela est cohérent avec linterprétation évolutive de ce
mécanisme : 'autophagie est la trace de réponses anciennes a des conditions de
stress externes (déficit de métabolites, hypoxie) ou internes (accumulation
d’organites ou de composants cytoplasmiques) endommagés, par laquelle la cellule
se protégeait des désordres internes et luttait contre les conditions néfastes en
réduisant son métabolisme et en améliorant ses capacités de recyclage (Yuan, et al.
2003). C’est sur la base de ce mécanisme de protection qu’aurait pu se développer
une mort cellulaire. On commence a comprendre ici que des mécanismes anciens de
protections peuvent étres détournés au profit de fonctions qui en utilisent les
mécanismes mais en modifient la finalité. L’autophagie pourrait, dans les maladies
neurodégénératives, et en particulier la maladie de Parkinson (Stefanis, et al., 2001),
étre activée comme un mécanisme compensatoire a une insuffisance du protéasome,
mécanismes qui dégénérerait progressivement vers une mort cellulaire fatale a
'organisme. L'autophagie a par ailleurs un réle important dans les métamorphoses
d’'insectes dans lesquels de grandes quantités de cellules sont détruites en I'absence
du nombre suffisant de cellules spécialisées dans leur évacuation : par ses points
communs avec la nécrose, elle apparait plutét comme un mécanisme d’auto

évacuation de cellules mortes qu'un mécanisme de mort cellulaire en tant que tel
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(Yuan, et al., 2003). Sa position intermédiaire en fait un candidat a la modélisation

d’'un passage par étape d’'un mécanisme de nécrose a un mecanisme d’apoptose.

En outre, méme dans les cas ou I'on peut caractériser et discriminer clairement des
figures d’apoptose et de nécroses, une coexistence de ces figures au sein de mémes
cellules individuelles a pu étre décrite (Kaminski, et al.,, 2002) sur des lignées
humaines.

En résumé, la mort structurante a l'intérieur d’'un organisme n’est pas du seul ressort
de I'apoptose et fait appel a des mécanismes qui peuvent avoir un apparentement
avec des morts passives. Il est intéressant a noter, méme si cela semble tenir de
I'exception plutét que de la régle que des figures proprement nécrotiques sont mises
en évidence dans certains cas de mort neuronale développementale.

Cela n’évacue pas la nécessité de donner une lisibilité endodarwinienne a I'apoptose,
mais cela complexifie passablement le paysage de la mort cellulaire comme outil

d’édification de I'organisme.

lll. C La non-spécificité des molécules impliquées dans l'apoptose

III. C 1 Certains acteurs de I’apoptose ne sont pas toujours indispensables.

Les deux voies principales de I'apoptose sont constituées d’acteurs impliqués dans
des cascades de réactions dont la détermination apparente est le socle permettant

de caractériser 'ensemble comme un " programme d’autodestruction ". Néanmoins

les réles connus de ces acteurs ne sont pas toujours en cohérence avec leur
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intervention supposée dans la voie de l'apoptose. En particulier, I'absence d’un
certain nombre de ces acteurs décrits comme cruciaux n‘empéche pas I'apoptose,
mais la retarde seulement. Cela ne signifie pas que I'ensemble du phénoméne
d’apoptose doive étre pour autant intégralement repensé. On observe en effet un
certain nombre d’invariants dans les processus apoptotiques qui sont plus nombreux
que les exceptions a la regle. Néanmoins, observer les éléments de variations, les
partenaires non indispensables, cela permet d’avoir une approche plus probabiliste
de la mort cellulaire " programmeée ".

Parmi les acteurs moléculaires qui jouent un rdle central, on peut noter le cas du
cytochrome C, dont la liaison avec Apaf-1 est cruciale dans la voie d’apoptose
mitochondriale (Figure 14, p.124). Le relargage du cytochrome C suite a la
perméabilisation de la membrane mitochondriale externe, est décrit comme un
épisode fondamental de cette voie (méme si le processus de perméabilisation reste
non déterminé). Il s’avére que des expériences réalisées en I'absence de cytochrome
C n’ont pas aboli la fonction apoptotique. Celle-ci a été retardée, mais a bien eu lieu
(Li, et al., 2000).

De méme le partenaire Diablo/Smac qui inhibe une famille de protéines inhibitrices
d’apoptose (IAPs); en son absence, I'apoptose n’est pas modifiée (Okada, et al.,
2002).

Par ailleurs des expériences de mutants caspases-9 -/- ou d'Apaf-1-/- dans certains
cas d’apoptoses stress dépendantes, n’'ont montré aucune variation dans leur taux
de morts cellulaires (Marsden, et al., 2002). Il est a noter que cela ne concerne que
certains types de telles apoptoses. D’autres expériences vont dans le sens inverse et
plaident en faveur de la nécessité de ces acteurs. Il faut ajouter a ces nuances, que

les effets de ces mutants avaient des pénétrances variables, qui allaient jusqu’a la
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possibilité d’obtenir une certaine proportion (minoritaire) d’adultes bien portants
(Honarpour, et al., 2000). Ceci tendant a relativiser I'univocité des voies d’apoptoses
tout comme on a pu précédemment relativiser I'importance des voies de signalisation
spécifiques en mettant en évidence des nombreuses voies de recours.

Certaines figures d’apoptose, comme la dégradation et la fragmentation du génome,
pourtant canonique de ce phénomeénes semblent parfois n’étre pas observées et ne
sont donc pas strictement indispensables au bon déroulement du phénoméne.

Ces divers éléments épars ne sont pas de nature, répétons le, a remettre en cause le
phénoméne d’apoptose, dans sa dimension de voie organisée conduisant a
I'autodestruction. Mais pourraient changer la conception qu'on a du contréle de ce
phénoméne en introduisant une plasticité peu compatible avec la notion de
programme, rigide par définition.

On peut par exemple envisager que certains acteurs, méme absents, puissent étre
remplacés par des homologues structuraux recrutés ad hoc. De méme certaines
caspases pourraient en suppléer d’autre dans les expériences de mutants double
récessifs. Ces hypothéses de travail doivent étre testées. Cela étant, en paralléle aux
investigations complémentaires suggérées on est aussi en droit de proposer une
réinterprétation partielle des réles de ces acteurs. En effet, les observations ci-
dessus forment un ensemble de données qui ont troublé certains auteurs qui tendent
désormais, pour certains types de mort apoptotiques, notamment stress induites, a
redéfinir le role de 'apoptosome. Puisqu’en son absence, 'apoptose peut avoir lieu,
avec retard et avec un taux de caspases moindre, il semble que celui-ci puisse étre
interprété comme un amplificateur du phénoméne apoptotique plutét que comme sa

véritable cause (Marsden, et al., 2002).
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Cela peut étre corrélé au fait que I'un des déclencheurs de la voie d’apoptose
mitochondrie dépendante est la dégradation de 'ADN. Or la dégradation d’ADN est
aussi la conséquence de I'activation de cette voie, en tant qu’elle est une des figures
des phases finales de l'apoptose. |l peut paraitre paradoxal que la conséquence
d’'une voie d’apoptose en soit le déclencheur. Ceci se comprend peut-étre mieux a la
lueur de ce qui vient d’étre suggéré : tout se passe en fait comme si 'apoptosome
était pris dans une classique boucle de rétroaction positive, ici parfaitement cohérent
avec le rble proposé dans la littérature d’apoptosome comme amplificateur.

Il a été noté et démontré que, si, chez C. elegans, la voie d'apoptose sembilait,
univoque, elle pouvait inversement, chez les mammiféres, procéder selon de
multiples voies, différentes pour chaque type cellulaire, mais aussi pour un type

cellulaire donné, différentes pour chaque "signal" déclencheur (Ameisen, 2002).

Cela n’abolit pas son réle effectif, mais cela le replace dans un ensemble plus vaste,
ou, dans certains cas, et notamment, notons-le ici, dans certains cas de stress, les
cellules peuvent puiser dans leur génome différents outils, différentes voies
permettant d’aboutir au phénotype de mort. Sans remettre en cause les voies
classiques d’apoptoses, on peut imaginer qu’il en existe un certain nombre
d’alternatives. Encore une fois il n'y a donc pas de spécificité a proprement parler, Et
cela aboutit encore une fois a remettre en cause la notion de programme, puisqu'on
peut replacer ces phénoménes dans un contexte d'expression aléatoire due au
stress aboutissant a I'une ou l'autre des voies qui enclenchent une dynamique dont
la fin est commune. Cela ne donne toujours pas de rationalité a cette fin, nous y

viendrons, mais cela rationalise le mécanisme et le replace dans un contexte ou la
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Figure 15 : La famille des protéines Bcl-2.

Ces protéines interviennent notamment dans la voie mitochondriale. On voit que les
protéines Bcl-2 et Bax ont une séquence trés proche. C'est cette homologie qui leur
permet de se neutraliser en s'hétérodimérisant.



détermination n’est qu’apparente et due a un effet d’entonnoir ou plusieurs

mécanismes différents, et aléatoirement déclenchés produisent le méme effet.

III. C 2 Des molécules antagonistes ont des structures trés proches.

Il apparait par ailleurs que de nombreux partenaires des voies d’apoptose ont des
structures tres proches, indépendamment de leur fonction agoniste ou antagoniste
dans l'apoptose. C'est notamment le cas des membres de la famille Bcl2. Ces
protéines sont, on I'a vu des acteurs de la voie d'apoptose mitochondriale. lls
interviennent notamment dans les processus liés au relargage du cytochrome C par
la mitochondrie, qui participe a l'apoptosome. Mais ils n'interviennent pas tous de
maniere convergente. Bax est une protéine du cytosol qui permet la solubilisation du
cytochrome C. Bcl-2 et Bcl-xL , deux protéines liées a la membrane externe de la
mitochondrie par queue hydrophobe C-terminale et appartenant a cette méme famille,
ont un réle antagoniste. Bcl-2 réprime l'activité de Bax. Bcl-xL réprime ['activité de
Bid , un autre membre de la famille, mais qui lui a, une fois tronqué une activité
agoniste sur le relargage de cytochrome C, comme Bax (Figure 14, p.124).

Quelles sont les relations structurales et évolutives entre ces membres ? Méme si
certaines, on va le voir, sont suffisamment proches pour que I'on puisse légitimement
postuler une origine évolutive commune, certaines semblent n'avoir de relations
structurales que limitées, qui procede peut-étre plutdét d'une évolution convergente.
Notons donc que cette famille de protéines est caractérisée avant tout par des
homologies de séquences qui sont plus a envisager sous un angle fonctionnel que
phylogénique. Les membres de cette famille sont classés en trois groupes

(Antonsson et Martinou 2000) (Figure 15). On voit que des groupes contenant des
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acteurs antagonistes partagent une forte homologie de structure. En outre, les
études de relations structure/fonction ne semblent pas mettre en évidence que la
séquence non commune au deux soit réellement impliquée dans la différence de
fonction. Cette homologie structurale est au contraire expliquée par la capacité de
ces acteurs antagonistes a se neutraliser par hétérodimérisation. Il semble donc
difficilement soutenable qu’il existe une information, un programme codé
génétiquement qui enclenche une voie de mort puisque ce qui ressort de la

genétique est partagé par des acteurs antagonistes.

III. C 3 L'apoptose comme une rupture d'équilibre

I semble donc qu'il faille plus réfléchir en termes de rupture d'équilibre entre
différents acteurs dans des chaines de réactions chimiques, ce qui nous conduit a
considérer la cellule comme un espace traversé par des tendances contradictoires et
non pas comme une entité prenant unidirectionnellement une décision (méme si l'on
utilise ce terme au sens métaphorique) d'autodestruction. A I'appui de cette approche
en termes d'équilibre instable on peut noter qu'au moins chez C. elegans, les
premiers stades de I'apoptose sont réversibles, mais pas les phases finales
(Metzstein, et al., 1998). Comme s'il était possible a la cellule de résister un temps a
ces déséquilibres internes, jusqu'a des phases ou les dommages, notamment
génomiques sont trop importants et s'autoamplifient. Ainsi, la vie serait donc bien
I'ensemble des fonctions qui résistent a la mort, selon I'adage de Bichat. La mort
cellulaire ne serait donc, en premiere approximation, qu'une probabilité de survenue,
probabilité qui finirait statistiquement par se réaliser (Klarsfeld et Revah, 1999). On

pourrait en outre attribuer aux mécanismes déclencheurs le réle de canaliser les
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mécanismes favorisant la rupture de I'équilibre instable. Notons ici que les caspases,
qui sont des cystéines protéases, peuvent donc étre considérées comme des
enzymes du métabolisme cellulaire. Qu'un stress induise la nécessité de recyclage et
de nouvelles syntheses protéiques n'est pas illogique. Par ailleurs, le réle des
caspases peut étre différent d'une espéce a l'autre si I'on considére les homologues
dans chaque espéce. Ce n'est pas tant leur structure que leur niveau de recrutement
qui leur confére leur réle. Enfin, le réle des caspases n'est pas limité a la voie
d'apoptose, méme dans les cas ou l'on pensait ce role univoque (Ameisen, 2004).
L'activation de certaines caspases dans certaines circonstances, semble étre
nécessaire a la différenciation cellulaire ou au contrdle du cycle cellulaire (Ameisen,
2002). Dans ce contexte, le réle des caspases est intelligible, méme si la voie dans
laquelle elles interviennent aboutit a une fin contre intuitive. De maniére plus
générale, la réflexion pionniére de Jean Claude Ameisen sur l'acquisition évolutive
des mécanismes de I'apoptose a largement contribué a proposer une approche non
finaliste de la mort cellulaire (Ameisen, 1996, 1998, 1999, 2002, 2004 ; Arnoult, et

al.,2001).

III. C 4 Les déclencheurs de I’apoptose sont souvent des '" signaux par

défaut "

Les mécanismes de déclenchement de I'apoptose sont souvent hommés signaux,
dans le sens ou ils sont décrits comme convoyant de l'information, en I'occurrence
une consigne d'autodestruction. Mais ces signaux sont de natures fort diverses, et
peuvent étre pergus comme tels par défaut ou par excés. Si un certains nombre de

molécules sont connues pour activer par leur présence l'apoptose, c'est pour d'autres
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leur absence ou leur diminution qui est le déclencheur apparent du phénomene.
Nous verrons que cela peut en changer les perspectives d'approche.

Il existe un certain nombre de signaux dont la présence déclenche I'apoptose. C'est
notamment le cas du Fas-ligand, qui se lie au récepteur transmembranaire CD95 dit
récepteur de mort et en enclenche la voie d'apoptose. De méme le Tumor necrosis
factor-alpha (TNF-a), peut se fixer sur un récepteur TNF-R des macrophages et
induire la mort cellulaire.

Mais un grand nombre de signaux d'apoptose sont bien souvent, a l'inverse, des
phénoménes de carence et d'agression. L'apoptose neuronale est notamment
enclenchée par une carence en facteurs de croissance NGF (Neuron Growth Factor)
pour les neurones (Yuan, et al., 2002), ou pour les lymphocytes l'interleukine 2 IL-2
qui est un élément nécessaire a la mitose. L'absence de rétinol, c'est-a-dire de
vitamine D, peut étre une cause d'apoptose. De maniére générale, I'hypoxie est un
déclencheur d'apoptose. Des phénomeénes agressifs comme les rayonnements UV
ou les rayons X peuvent aussi en étre a l'origine.

Ces remarques permettent de nuancer le caractére "altruiste" qui sous tend la
logique prétée a l'apoptose dans le développement de l'organisme. Quand bien
méme un mécanisme actif de destruction est mis en place, on voit dans les cas ci-
dessus que celui-ci est une conséquence de stress importants, qui provoquent des
dégats intracellulaires, notamment dans l'intégrité de I'ADN. Nous ne sommes pas
dans le cas d'une cellule bien portante qui se donnerait en sacrifice a I'organisme car
elle serait topographiquement située a un endroit ou l'organisme aurait intérét a la
détruire.

Un des exemples classique de l'apoptose peut illustrer cette logique. On sait qu'elle

est a l'ceuvre dans le processus de disparitions des palmes interdigitales des
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embryons de mammiféres. Les cellules qui constituent ces zones meurent au cours
du développement par un phénomeéne actif. Cela est présenté classiguement comme
une contribution de ces cellules a I'édification de I'organe. D'autres hypotheses, peut-
étre plus parcimonieuses, ont cependant été avancées. Notamment on peut
remarquer que dans la séquence des événements qui conduit a la disparition de ces
structures, l'apparition des cinqg axes de vascularisation précurseurs des doigts
précéde 'apoptose des cellules des palmes. Cette vascularisation induit un gradient
de disponibilité des ressources en fonction de la distance de chaque cellule a ces
axes. On constate donc que ce sont les cellules qui sont les plus éloignées de ces
sources, et donc qui ont I'accés minimal aux ressources qui sont défavorisées et
meurent. Tout se passe ici comme si la structure résultante etait le produit d'une
disponibilité différentielle des ressources dans un environnement compétitif pour
celles-ci. Ceci n'explicite pas encore pourquoi la cellule met en place une dynamique
individuelle d'autodestruction, mais illustre cependant le contexte dans lequel cela
est réalisé, qui est un contexte d'adversité. Ceci étant une nouvelle fois de nature a
nuancer la qualification de signaux que I'on préte aux molécules déclencheuses, ou a
leur absence. Il semble bien ici que ces carences ou ces agressions ne sont pas tant
porteuses d'information (auquel cas, il est nécessaire de renoncer a la notion de
signal car on la vide de sens) qu'inductrices de stress provoquant des dommages

internes destructurants.

lll. D Une approche écosystémique peut fournir des clefs de

réinterprétation de la mort cellulaire.
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L'approche écosystémique des relations intercellulaires doit étre pratiquée avec
précaution. L'ensembles des caractéristiques d'un organisme ne se retrouve pas
dans un écosystéme (en particulier, un écosystéme ne se reproduit pas) et il est
donc clair que ce rapprochement a une dimension métaphorique non négligeable.
Néanmoins cela n'invalide pas en soi la pertinence de ce rapprochement, pour peu
que l'on garde a l'esprit que toute métaphore a sa limite. En outre, I'approche
informationnelle a, elle aussi, une forte charge métaphorique. En somme il reste a
exercer une vigilance permanente sur la pertinence ponctuelle de chaque analogie,
quelle qgu'elle soit, pour ne pas se laisser dépasser par des rapprochements
superflus, qui n'auraient d'autres nécessité que celle de coller trop prés aux
implications de la métaphore utilisée.

On a vu plus haut, dans le contexte de I'embryogenése de la main et des doigts de
mammiféres, que l'on pouvait réfléchir en termes d'accés aux ressources pour
conceptualiser la causalité de certaines morts cellulaires, quels qu'en soient les
mécanismes (Sonigo, in Kupiec et Sonigo, 2000). On peut aussi, dans un autre
contexte, faire appel a des relations type proies/prédateurs entre les cellules et leurs
ressources. On voit par exemple lors de l'importante mort des cellules T dans le
thymus celles qui demeurent sont celles qui n'éradiquent pas complétement leur
antigeéne. Il y a la une analogie possible avec les courbes classiques de relations
entre proies et prédateurs ou I'on sait que si le prédateur est superefficace, il risque
de contribuer a épuiser son milieu en proies et donc a mettre en péril sa propre
existence, si ce n'est celle de son espece. La relation qui peut assurer une survie
maximale aux prédateurs est, toute chose étant égales par ailleurs, un taux de
prédation modéré, qui permet de maintenir par oscillations autour d'une moyenne, un

effectif constant de proies et de prédateurs. On retrouve cette logique dans les
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cellules T. Celles qui demeurent ne sont pas celles qui sont les plus efficaces pour la
capture des ressources (ici, I'antigéne) mais celles qui entretiennent a bas bruit un

taux d'antigene bas mais constant.

Par ailleurs, les relations entre individus dans un écosystéme ne se résument pas a
de la compétition. Le réseau de relations envisageable est complexe et comporte,
entre autres, des dynamiques de coopération, de symbiose, de parasitisme, comme
stratégies d'accés aux ressources et de propagation de la descendance. Dans ce
contexte, il apparait que méme dans un écosysteme, la mort provoquée d'un individu,
méme si elle est bien sur contingente, s'insére dans une dynamique plus large qui ne
fait pas pour autant appel a un programme ou a une finalité qui serait la survie de
I'écosysteme. En particulier la mort provoquée d'origine interne, par un parasite par
exemple. Nous allons donc voir que ce genre d'approche va permettre de penser la

mort cellulaire apoptotique.

Au cours de cette section nous avons abordé plusieurs arguments, qui nous
semblent plaider en faveur d'une relativisation forte de Il'apoptose en tant que
programme d'autodestruction. Nous avons vu qu'elle n'était pas radicalement
différente des autres types de morts cellulaires, qu'elle n'était pas la seule impliquée
dans le développement des organes, qu'elle faisait appel a une biochimie précise
mais qui semblait douée d'une certaine souplesse de réalisation, et dont on ne
comprenait qu'imparfaitement le déterminisme génétique (puisque des motifs
structuraux communs semblaient avoir des réles antagonistes), que cette biochimie
semblait souligner un réle d'amplification du phénomeéne plutét que strictement

déclencheur, que I'apoptose semblait souvent étre une réponse a des carences ou a
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des conditions agressives, qu'elle était couplée avec des mécanismes antiapoptiques
qui traduisait l'issue mortelle comme une rupture d'équilibre plus que comme une
finalité, au sein de relation partiellement comparables a certaines modélisations de
dynamiques de population. L'ensemble de ces éléments nuancent la dimension
"altruiste” du phénomeéne apoptotique. Mais il reste a se demander quelle est I'origine
de ce phénomene, et si les hypothéses quant a cette origine ne changent pas, de
maniére encore plus fondamentale, la perception contemporaine que I'on peut avoir

de l'apoptose dans le contexte de la multicellularité.

Les différents types de mort cellulaires, au premier rang desquels I'apoptose, sont
ainsi considérés comme une propriété de I'état multicellulaire, par lequel celui-ci
s'organise et met en place des structures qui ont pour conséquence de maintenir sa
structure et créer les conditions de sa reproduction. La mort cellulaire est centrale
dans le développement des organismes multicellulaires, tant animaux que végétaux.

Qu'en est-il des organismes unicellulaires ?

lll. E L'apoptose chez les unicellulaires.

III. E 1 Le paradoxe de I'apoptose chez les organismes unicellulaires

A premiére vue, il semble incongru de penser que la mort cellulaire puisse étre une
stratégie pour les organismes unicellulaires. Dans le contexte d'une approche
dawkinsienne, on admet que, dans le cadre de la propagation d'un génome,
certaines cellules d'un organisme se détruisent, ou du moins ne s'opposent pas

indéfiniment a leur propre destruction, si cela maximise I'adaptation de I'organisme
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au milieu et par conséquent favorisent les chances de propagation de ses génes.
Mais dans le cas de populations bactériennes, il semble difficilement acceptable
d'intégrer la mort cellulaire, puisqu'a la différence du cas précédent, chaque cellule,
constituant en soi un organisme, possede son propre génome et tend a le propager,
au détriment des autres. La non-homogénéité génétique d'une population
bactérienne, impliquant inexorablement une compétition pour la survie, rend a priori,
en premiére approximation, incompréhensible une mort cellulaire adaptative, méme
dans le cas d'une approche dawkinsienne. En outre, on comprend mal comment la
mise en place d'une capacité de "suicide" puisse avoir d'autre conséquence que la
contre-sélection directe.

Si I'on met en évidence l'existence d'une mort cellulaire dans ce contexte, cela serait
de nature a modifier radicalement la perception de I'apoptose dans les organismes
multicellulaires. Tout d'abord, cela ferait de la mort cellulaire un caractére primitif, et
non pas une acquisition contemporaine du passage a I'état multicellulaire. Cela aurait
comme conséquence directe d'abolir la dimension "altruiste" de ces morts observées,
a quelque degré de sens que l'on utilise ce terme. En effet, la mort cellulaire et
notamment |'apoptose ne serait qu'un recrutement, une adaptation d'une fonction
ancienne (auquel nous n'avons pas encore conféré de rationalité, cf. infra) dans le
cadre de relation trophiques de type pseudo symbiotique des cellules d'un organisme.
Ainsi I'apoptose qui ne serait pas la trace de la réalisation harmonieuse d'un plan de
développement programmé (écrit a l'avance) et donc ne serait plus un défi a

I'entendement d'une approche endodarwinienne du développement.
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Figure 16 : Le module d'addiction.

Les bactéries qui possédent la toxine (rouge) et I'antidote vont se répandre
dans la population de deux maniéres : en tuant les bactéries non pourvues de
I'antidote, et en se multipliant. L'ensemble de la population va donc étre
contraint d'exprimer les deux génes pour survivre (d’aprés Ameisen, 2002).



III. E 2 Deux modeéles rendent intelligible une apoptose chez les

unicellulaires.

Or il se trouve que la mort cellulaire programmée est observée dans des organismes
unicellulaires, et que I'on peut comprendre les mécanismes qui permettent, ou plutét
rendent indispensable, la propagation de cette propriété. La mort cellulaire
programmeée, ou du moins ses prémisses est observable tant chez les bactéries que
chez les eukaryotes unicellulaires (Ameisen, 2002). Elle se comprend dans ces deux
cas, si I'on admet qu'il peut, au sein d'une cellule, exister des conflits. Dans le cas
d'une bactérie, le conflit peut survenir entre le génome et un plasmide, tandis que
chez un eukaryote unicellulaire celui-ci peut intervenir entre le noyau, et la

mitochondrie, trace d'une ancienne endocytose.

Deux modéles ont été proposés pour comprendre l'apparition et la propagation de

cette propriété (Ameisen, 2002). lls ne s'opposent pas.

-Le premier modéle est celui dit de l'addiction.

Il repose sur le constat que dans leur compétition pour la survie, les bactéries
peuvent mettre au point des stratégies qui font intervenir des toxines. Pour cela, un
binbme moléculaire entre en jeu : une toxine, qui détruit les autres cellules, et un
antidote qui protege la cellule émettrice de la toxine. Evolutivement, ces modules
sont souvent portés par des plasmides. La bactérie a un avantage sélectif a

posséder ces modules, qui, une fois une fois introduits, conféreront a celle-ci la
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capacité de se multiplier aux dépens des autres , et donc assureront leur propre
propagation (Figure 16).

On comprend que lintrusion d'un tel plasmide va conduire rapidement a sa
propagation généralisée : I'ensemble des cellules ne le possédant pas, soit qu'elles
ne le possédaient pas initialement, soit qu'elles ne l'ont pas regu lors d'une division.
Ce faisant, les bactéries intériorisent un module poison/antidote qui a beaucoup a
voir avec le mécanisme de mort cellulaire programmée. Si I'on constate que I'antidote
a une demi-vie inférieure a celle du poison (par ce qu'il est plus susceptible d'étre
détruit par des protéases cellulaires), on peut alors accepter que la bactérie hbte soit
prise dans un engrenage addictif qui lui fait produire du poison et son antidote en
permanence, et dont elle ne peut se passer, a la fois pour survivre aux dépens des
autres, et a la fois pour se protéger.

La théorie endosymbiotique postule I'apparition des mitochondries par domestication
d'une bactérie par endocytose incompléte. Les hypothéses évoquées ci-dessus
peuvent donc s'appliquer a une relation conflictuelle non plus tant entre génome
bactérien et plasmide qu'entre le noyau et la mitochondrie. "Dans ce contexte, les
mécanismes par lesquels la cellule eukaryote induit la perméabilisation de la
membrane mitochondriale peuvent étre vus comme un mécanisme par lequel la
cellule provoquer son autodestruction par destruction du module d'addiction (ici la
mitochondrie)." (Ameisen, 2002)

Dans le cadre de ce modéle, on peut aussi comprendre qu'une portion seulement de
cellules en viennent a s'autodétruire dans un protoorganisme. La bactérie Bacillius
subtilis, dans des conditions défavorables, peut s'engager dans des divisions
asymétriques, qui répartissent différentiellement les facteurs protéiques dans les

deux cytoplasmes non complétement étanches. L'une des deux proto-cellules filles a
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un réle de protospore et I'autre de cellule somatique. C'est le cas le plus simple de ce
qui peut s'apparenter a la différenciation d'une lignée germinale. Par les jeux des
interactions entre une famille de facteurs de transcription inégalement répartis, une
cascade de réactions provoquerait, par une série d'allers et retours, la destruction
finale de la cellule "somatique". Le non-cloisonnement total permet de penser la
cellule soit comme une entité propageant son génome, soit comme deux protoentités
entrant en conflits pour des ressources. C'est dans cet entre-deux ambigu et sur la
base des mécanismes décrits ci-dessus, que l'on peut penser a la fois la mort
cellulaire au niveau unicellulaire et a la fois I'apparition d'une forme simple

d'apoptose dans un contexte multicellulaire et dans un environnement de stress.

-Le second modéle est celui du ""péché originel”

Il s'appuie sur l'idée qu'un géne codant pour une fonction intervenant dans le
métabolisme, la division, la différenciation du cycle cellulaire ne peut étre sélectionné
que dans la mesure ou son inhibiteur est lui aussi simultanément sélectionné, dans la
logique de ne pas perturber par excés le fonctionnement de la cellule dans laquelle il
se met a fonctionner. Or on peut constater que dans les cellules de mammiféres
comme chez les levures, des déréglements de tels couples de génes impliqués dans
la coordination du cycle cellulaire (cyclines) peuvent provoquer des phénotypes
associés a de l'apoptose. Ces couples de molécules peuvent représenter les
ancétres de génes impliqués dans l'apoptose. Dans ce modéle, la mort cellulaire ne
serait pas une acquisition fonctionnelle, mais le produit d'une continuelle adaptation a
des équilibres instables pouvant mener a la destruction, comme on le postulait plus

haut. L'autodestruction pourrait ici résulter, initialement, des différents usages dans
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différentes voies de produits de l'expression génétique. Cela rendrait illusoire la

recherche de molécules spécifiques de I'apoptose.

A travers ces deux modéles, non mutuellement exclusifs, on voit qu'il est possible de
penser l'apparition de I'apoptose autrement que par la nécessité d'assurer la survie
d'un organisme. L'apoptose n'est pas une acquisition de I'état multicellulaire, elle est
la résultante de fonctions anciennes reposant sur des équilibres instables et/ou
d'acquisitions subies de modules ambivalents qui ont été recrutés ultérieurement
dans le cadre de nouvelles fonctions. Que l'organisme soit capable de canaliser un
certain nombre de ces fonctions pour en faciliter la reproductibilité dans des
conditions particuliéres, ceci est fort probable, mais ne justifie pas de présenter

fondamentalement I'apoptose comme un suicide altruiste.

lll. F Conclusion

Ainsi, et nous nous accordons en cela a la position de Jean-Claude Ameisen,
I'apoptose ne nous semble pas pouvoir étre appelée a proprement parler mort
cellulaire programmée.

Elle semble étre un phénoméne évolutif lié a lintériorisation de mesures de
protections. Les génes et protéines de l'apoptose ne forment pas un groupe
indépendant, mais participent a diverses activités du métabolisme cellulaire. Ces
activités multiples montrent que la programmation de la mort ne peut donc leur étre
strictement associée, et pourrait une fois de plus pousser a chercher de nouveaux
facteurs. Nous pensons que cette recherche est illusoire. Nul doute que les voies

d'apoptose seront dans l'avenir décrites de plus en plus précisément, et que d'autres
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partenaires seront impliqués. Mais quand on constate la diversité des voies qui
peuvent aboutir a I'apoptose, il semble que la recherche d'une connaissance précise
de chacune d'entre elles soit moins importante qu'une approche plus globale et plus
dynamique. Les mécanismes déclencheurs ressortent plus de ruptures d'équilibres
instables que d'une programmation de destruction.

Ainsi il ne nous semble pas que les phénomenes apoptotiques s'opposent a
I'approche endodarwinienne pour laquelle la survie de la cellule est, sinon
prépondérante, du moins indissociable de celle de I'organisme. Bien au contraire, la
continuité des différents types de morts cellulaires et leur non cloisonnement, le
caractére dégénéré des régulations, semblent plaider en faveur d'un modéle
adaptatif au niveau cellulaire.

Cela n'est évidemment pas en contradiction avec le fait que les organismes qui ont
conservé et adapté ces mécanismes ont pu étre sélectionnés. Il ne s'agit pas, ici
encore d'opposer la sélection naturelle, qui joue sur les organismes, aux
mécanismes endodarwiniens. Ces deux phénoménes d'échelles différentes

coexistent et ne peuvent durablement étre en opposition.
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APPROCHE EXPERIMENTALE
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Figure 17 : Une prédiction de I'hypothése endodarwinienne.

La différenciation cellulaire est causée par une variation dans I'environnement des
cellules. Elles y réagissent par une expression aléatoire suivie d'une sélection des
profils appropriés. Cela se traduit par une augmentation transitoire de la variabilité
intercellulaire de I'expression génétique, maximale pendant la phase d'expression
aléatoire.



I Introduction : Une prédiction du modéle endodarwinien nécessite
d’étre testée par une approche sur cellules isolées.

Nous nous plagons dans I'hypothése d'une dynamique endodarwinienne. Dans ce
cadre, les cellules sont censées avoir des profils d'expression génétique aléatoires.
Nous proposons que, dans ce cadre, on étudie des cellules clonales au cours d'une
cinétique de différenciation. Dans un premier temps les cellules clonales sont
adaptées a I'environnement dans lequel elles sont cultivées. On introduit un facteur
de différenciation dans le milieu, et I'on constate alors une différenciation progressive
de la population cellulaire. Cherchons dans ce cadre un critére qui nous permettrait
de vérifier si ce processus ressort d'une dynamique endodarwinienne ou déterministe.
Dans le premier cas, nous postulons l'apparition d'une augmentation transitoire de la
variabilité intercellulaire de I'expression génétique (Figure 17). En effet, si les cellules
clonales réagissent de maniére aléatoire a un stress environnemental (ici, I'apparition
d'un facteur de différenciation), ces réponses individuelles vont étre différentes les
unes des autres et la variabilité intercellulaire de l'expression génétique va
augmenter. Mais dans un second temps, les cellules qui expriment les combinaisons
de génes qui leur permettent d'étre adaptées a ce nouveau milieu vont étre
sélectionnées. A linverse, les cellules qui n'expriment pas les combinaisons de
genes nécessaires a la survie dans le nouvel environnement vont soit é&tre amenées
a poursuivre leur comportement exploratoire, soit a étre éliminées. Cela a pour
conséquence une homogénéisation progressive du profil d'expression génétique des
cellules adaptées. C'est la raison pour laquelle I'augmentation de la variabilité n'est
supposeée que transitoire, suivie d'une restriction reflétant 'hnomogénéisation évoquée.
Si les cellules clonales suivent au contraire une dynamique déterministe, on peut

postuler qu'elle répondront, a chaque instant, de maniére homogeéne (les unes vis-a-
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vis des autres) aux variations environnementales. Cette réponse peut évoluer au
cours du temps, mais il n'y a pas de raison de postuler qu'a un instant quelconque,
les cellules réagissent differemment entre elles, étant entendu qu'elles possédent le
méme génome, et donc les mémes outils de réponse. On ne devrait pas constater
d'augmentation transitoire de la variabilité de I'expression génétique au cours d'une
phase de différenciation dans un contexte de dynamique déterministe.

Pour pouvoir réaliser cette expérimentation, il faut accéder a une approche sur
cellules isolées. En effet, comme on I'a déja évoqué plus haut, si l'on travaille a
I'échelle d'une population cellulaire, on ne peut pas discriminer les deux hypotheses.
L'observation du profil d'expression génétique d'une population entiére, c'est-a-dire
les espéces d'ARNmM synthétisées en un point donné de la cinétique de
différenciation peut soit représenter l'image fidéle de chaque profil d'expression
individuel, soit n'étre qu'un profil moyen qui masquera par définition la variabilité
intercellulaire de I'expression génétique. C'est pourquoi il apparait nécessaire, dans
le cadre de cette expérimentation, de pouvoir accéder simultanément au profil
d'expression génétique de plusieurs cellules individuelles et de constater si oui ou
non on observe une augmentation transitoire de la variabilité définie. Cela passe par
des études sur cellules isolées mais, nous le verrons dans un second temps, cela
peut aussi étre réalisé en s'intéressant aux variations des profils de méthylation de

I'ADN.
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Ill. Les techniques d'étude de l'expression génétique sur cellules

isolées

Il. A Contexte de I'apparition de ces techniques

Hormis quelques cas sporadiques ou il était possible de mettre en évidence une
variabilité intercellulaire de I'expression génétique (Spudich et Koshland, 1976), cette
recherche n'a pu trouver sa faisabilité que par la mise au point de techniques qui
permettaient d'étudier cette expression sur des cellules isolées, et de comparer

ensuite les résultats.

Les raisons qui ont conditionné l'arrivée de ces techniques ne tiennent pas aux
problématiques présentées de ce travail, et notamment la prédiction dont nous
venons de présenter les grandes lignes. Elles tiennent a des questionnements
particuliers ou I'on pouvait pressentir qu'une variabilité serait détectée. C'est le cas
notamment de I'étude du systéme immunitaire et du systéme nerveux, dont on a vu
gu'ils ont été étudiés dans une perspective de hasard/stabilisation, et pour lesquels il
était Iégitime de présupposer une variabilité d'expression.

Ce fut ensuite, la volonté technique d'améliorer les seuils de détection des
techniques d'amplification des acides nucléiques, principalement la réaction en
chaine a la polymérase (PCR) pour amplifier 'ADN et, depuis 1989 ; la combinaison
de la transcription inverse de I'ARN en ADN et de la PCR (RT-PCR). Ultérieurement

d'autres champs d'étude ont tiré profit de ces avancées techniques et de cette
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amélioration des seuils de détection, comme I'étude des phases précoces des
cancers. La encore, l'idée qu'une mutation génétique puisse étre a l'origine d'une
variabilité d'expression rendait pertinente I'approche sur cellules isolées.

Ces approches sur cellules isolées ont longtemps été longtemps freinées par la
difficulté qu'il y avait a récupérer de si faibles quantités de cellules. Les mises en
suspension sont possibles pour les cellules en culture, ce qui permet méme
éventuellement une automatisation de l'aliquotage de cellule isolées. Cependant, la
mise en suspension dans des solutions neutres empéche de connaitre la localisation
initiale de la cellule recueillie, ce qui peut poser des problemes pour les études a
base de sections tissulaires. D'autres techniques étaient donc nécessaires pour
répondre a ces besoins. L'utilisation du laser a permis de révolutionner, dans les
années récentes, les techniques de microdissection et a donné accés aux études sur
cellules isolées (Busche, et al., 2000). Ces derniéres ont aussi bénéficié de la

technique du patch-clamp (cf. infra).

Il. B Deux grands types de méthodes pour analyser les variations

intercellulaires

II. B 1 Les méthodes permettant de visualiser 1'expression génétique par des

marqueurs

Une des premiéres études ayant mis en évidence une expression aléatoire des
genes dans de cellules eukaryotes a utilisé un géne rapporteur LacZ sous controle

d'un promoteur LTR-HIV1. Cette construction a été de maniéere stable dans la lignée

150



macrophagique murine RAW264. Des stimuli externes ont alors été appliqués pour
stimuler I'expression de ce géne : le constat fut alors fait que seules certaines
cellules, parmi une population dont toutes les cellules possédaient la construction
exprimaient LacZ (Ross, et al., 1994).

D'autres types de marquages existent (Todd et Margolin, 2002).

Ces marquages peuvent intervenir au niveau de I'ADN :

-agents fluorescents intercalants sur I'ADN global, permettant d'en déterminer la
quantité dans chaque cellule et séparer celles ci sur la base de leur ploidie.
-I'hybrydation in situ chromosome spécifique, région spécifique, ou séquence
spécifique, peut permettre de discriminer les sous population encore plus finement.
Elle a notamment été utilisée pour étudier la coexpression de genes de cytokines
différentes dans des lymphocytes T CD4+ murins (Bucy, et al. 1995). Une autre
illustration de l'utilisation de cette technique est I'étude de la transcription biallélique
de deux génes soumis a empreinte (cf. infra, pour plus de développements sur cette
problématique) Igf2 et H19. La méthylation différentielle de ces génes est telle que
seul l'alléle d'origine paternelle de H19 et l'allele d'origine maternelle de Igf2 sont
supposeés s'exprimer. Des études utilisant simultanément deux sondes d'hybridation,
chacune propre a un de ces génes, ont permis d'observer dans des proportions
minoritaires mais significatives, I'expression simultanée des 2 alléles d'un ou des
deux genes. Cela va dans le sens d'une expression probabiliste ou, autour du cas le
plus probable qui est effectivement le plus représenté, toutes les combinaisons
possibles d'expression sont marginalement observées (Jouvenot, et al., 1999).
D'autres approches qui combinent jusqu'a 11 marqueurs fluorescents permettent de
détecter des expressions simultanées de genes et méme de donner les coordonnées

tridimensionnelles des sites d'expression dans le noyau (Levsky, et al., 2002). Ce
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genre d'approche est extrémement prometteur, méme si le nombre de marqueurs ne
semble pas pouvoir étre trés extensible.

Les marquages fluorescents peuvent aussi concerner les protéines. L'une des plus
récentes et des plus spectaculaires adaptations de ces techniques reposant sur des
marqueurs fluorescent concerne des procaryotes. Dans le génome bactérien, deux
génes codant pour des protéines fluorescentes de différentes couleurs ont été
intégrés de maniére équidistante de I'origine de réplication, de part et d'autre sous le
contrble de promoteurs identiques. Ces précautions évitent le biais d'expression
d'une protéine par rapport a l'autre. La fluorescence moyenne mesurée (en fait, une
couleur intermédiaire) permet d'estimer si les deux génes sont exprimés en méme
quantité et si cela est reproductible de cellule a cellule. Des modifications covalentes
de ces protéines permettent de leur conférer une fluorescence beaucoup plus
transitoire, ce qui permet d'éviter les phénoménes de persistance de la fluorescence
et d'avoir ainsi une perception beaucoup plus dynamique. Les résultats de
I'expérience montrent clairement la présence d'un fort bruit intrinséque qui signe une
expression génétique stochastique de cellule a cellule. Ces trés élégants travaux sur
des modéles procaryotes gagneraient a étre adaptés aux eucaryotes.

Ces expérimentations peuvent permettre, par visualisation directe de la préparation,
d'avoir une premiéere approximation de la variabilité intercellulaire de l'expression
génétique. Elles nécessitent un appareillage de tri cellulaire automatisé qui, sur la
base du critére retenu, pourra isoler les cellules voulues. Elles sont néanmoins

limitées par le nombre de génes exprimeés simultanément observables.
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Figure 18 : I'amplification ARN.

L'ARNm est rétrotranscrit en ADN complémentaire avec une amorce comportant un
promoteur pour une ARN polymérase. On réalise la synthése du second brin et c'est
ce dernier qui servira de matrice a une amplification linéaire de I'ARN antisens par
rapport au brin initial. Tous les ARN messagers peuvent virtuellement étre amplifiés.



II. B 2 Les méthodes reposant sur 1'amplification du matériel génétique sur

cellules isolées comportent plusieurs variantes.

Bien que ceci soit une moyenne, on estime a 10 000 le nombre moyen de génes
exprimés dans une cellule donnée. Une maniére évidente de détecter de la variabilité
est de s'intéresser a ces transcrits. Deux grands types de techniques peuvent étre
présentés (Monyer et Lambolez, 1995, Freeman, et al., 1999). Elles répondent a des
besoins souvent complémentaires, mais ont aussi permis de faire des constats
convergents, par exemple la détection de I'épissage alternatif, qui permet, a partir
des 10 000 genes exprimés, d'expliquer en partie la présence estimée de 30 000

molécules différentes dans une cellule donnée (Eberwine, 2001).

Les méthodes reposant sur l'amplification linéaire de '’ARN (aARN).

Cette technique a été mise au point en 1990 sur des cellules individuelles (Van
Gelder, et al., 1990). A partir de 'ARNm total, de 'ADNc simple brin est synthétisé
grace a une amorce oligo-dT incorporant la séquence d'un promoteur d'ARN
polymérase. Le brin d'ADNc complémentaire est ensuite synthétisé, séparé du
premier, et c'est sur cette nouvelle matrice d'ADNc que I'ARN polymérase va
permettre la synthése de multiples copies d'ARN, qui seront antisens par rapport a
I'ARNm initial, et seront donc nommés aARN (pour antisens autant que pour
amplifies) (Figure 18). L'intérét principal de cette méthode est qu'elle permet
potentiellement d'amplifier tous les ARNm. L'amplification linéaire permet aussi de
s'affranchir en théorie des biais inhérents aux méthodes d'amplification exponentielle

(cf. ci-dessous). Néanmoins, cette linéarité implique intrinséquement une limitation
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Figure 19 : La RT-PCR.

L'ARN messager est rétrotranscrit en ADNc, dont on réalise la synthése du
second brin. Les deux brins, puis chaque brin synthétise, serviront de matrice
ce qui permet une amplification exponentielle. Deux amorces spécifiques de la
séquence cible sont nécessaires. A moins d'utiliser des amorces dégénérées,
seules des séquences prédéfinies sont amplifiables.



en quantit¢ de matériel amplifi¢ (x10° dans le meilleur des cas), ce qui a des
conséquences sur la détection des ARNm les plus rares. Cela explique
probablement en partie pourquoi la méthode ne correspond qu'imparfaitement aux
problématiques de ce travail, et s'est d'ailleurs relativement peu répandue dans les
études sur cellules isolées. Mais, au sein d'au moins un groupe pionnier, cette
technique s'est avérée capable de fournir des détections au niveau d'une cellule
(Eberwine, et al. 1992, 2001a, 2001b), et méme de trés spectaculaires résultats
subcellulaires (Kacharmina, et al., 1999). La technique de présentation différentielle
(differential display) qui peut étre combinée avec I'aARN, nous semblait une piste
prometteuse. Néanmoins son application a des cellules isolées n'a pas paru
concluante, et n'est d'ailleurs apparue que trés sporadiquement dans la littérature
(Miyashiro, et al., 1994 ; Thakker-Varia, et al., 2001). Cette méthode souffre aussi de

biais important, comme sa capacité a générer des faux positifs.

-Les méthodes reposant sur des adaptations de la RT-PCR.

La RT-PCR a été mise au point en 1989 dans la foulée des différentes adaptations
techniques de la PCR qui ont permis la généralisation fulgurante de celle-ci dans les
études de biologie moléculaire au cours des années 1990. Elle consiste en une
étape de transcription inverse qui utilise une enzyme d'origine virale, la transcriptase
inverse, et qui permet d'obtenir un ADN complémentaire (ADNc) du brin d'ARNm
rétrotranscrit qui peut ensuite subir une PCR (Figure 19). Cette technique
d'amplification exponentielle du matériel génétique était prometteuse pour qui
s'intéressait aux espéces d'ARN en trés petite quantité, ce qui est évidemment le cas

de figure des travaux sur cellules isolées (on estime la quantité d'ARNm dans une
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cellule a environ 0,5-1pg). Elle a d'ailleurs été présentée dans cette perspective
(Rappolee, et al., 1989). L'application de ces méthodes de RT-PCR sur cellules
isolées présente |'avantage, par rapport a I'aARN, d'étre globalement plus simple et
plus rapide. Cette technique a été principalement appliquée par le groupe de Bernard
Lambolez et Jacques Rossier, dans leurs études sur les récepteurs de I'a-amino-3-
hydroxy-5-méthylisoxazole-4-propionate (AMPA) et du kainate dans les cellules
neurales (Lambolez, et al., 1992 ; Bochet, et al., 1994 ; Ruano, et al., 1995 ; Porter,
et al., 1999 ; Tsuzuki, et al., 2001). Dans ces travaux, I'ARN est préalablement
récupéré par "patch clamp", en utilisant une micropipette, permettant d'isoler le
matériel génétique d'une cellule choisie et de commencer la réaction dans la pipette.
La RT-PCR sur cellules isolées a été utilisée depuis dans de nombreux travaux qui
ont trait principalement aux études des récepteurs neuronaux (Sucher, et al., 2000 ;
Dixon, et al., 2000), et qui ont montré avec force la variabilité de I'expression (Kimoto,
1997).

Plusieurs limites cependant sont inhérentes a cette technique. La premiére tient a la
trés grande labilité in vitro des molécules d'/ARN qui sont monobrins et, partant,
beaucoup plus fragiles que I'ADN double brin. Hors de la cellule, ou de multiples
enzymes interviennent dans sa maintenance et sa dégradation, I'ARN est
notoirement fragile et doit &tre manipulé dans des conditions de haute protection. Par
ailleurs, PCR comme RT-PCR sont des méthodes trés sensibles aux contaminations
par du matériel génétique exogene. Ce risque s'accroit exponentiellement avec le
nombre de cycles d'amplification et est donc prépondérant dans les manipulations a
partir de matériel génétique d'une seule cellule. Il justifie de nouveau donc de

travailler dans des conditions trés protégées.
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Une autre limite est que les techniques d'amplifications fondées sur la PCR sont
connues pour présenter un biais. Les séquences abondantes sont amplifiées
préférentiellement, au détriment des séquences les plus rares. Ce probleme pourrait
paraitre crucial dans les approches sur cellules isolées. Il le serait effectivement s'il
s'agissait de prétendre que le profil amplifié est le reflet fidéle de la population initiale
d'ARNm, ce qu'il n'est pas. L'objectif final est bien, dans notre approche, de
comparer I'évolution d'un profil d'expression génétique au cours du temps. Ce sont
donc les variations au différents temps d'une cinétique qui a terme sont signifiante.
Qu'un profil d'amplification a un instant t ne soit pas homothétique du profil
d'expression réel n'est pas problématique, a la réserve prés que ces biais ne
masquent pas excessivement la variabilité. En résumé, ces méthodes peuvent étre
un handicap quand on cherche a détecter un géne précis, mais ne posent pas de
probléeme fondamental quand il s'agit de détecter des variations intercellulaires.

Une autre limite, du moins dans les premiers ages de la technique, fat qu'elle
reposait sur une connaissance préalable des séquences a amplifier pour concevoir
de maniére séquence spécifique les amorces oligonucléotidiques. Cela a pour
conséquence de limiter les approches globales et aussi de limiter le nombre de
genes amplifiables a partir d'une méme cellule. La possibilité de synthétiser a fagon
des oligonucléotides dégénérés de séquences aléatoires (ou partiellement aléatoire)
a permis de surmonter cet obstacle et d'amplifier simultanément des séquences
variées, qu'il faut dans un second temps séparer.

C'est une méthode fondée sur le principe de la RT-PCR et utilisant des amorces
partiellement dégénérées que nous avons contribué a améliorer dans la perspective
de mettre en évidence une variabilité intercellulaire de I'expression génétique. Dans

une certaine mesure, nous verrons que cette technique peut combiner les avantages
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des deux approches, aARN et RT-PCR. D'autres existent, comme I'amplification
globale d'ADNc proposée de maniére tres précoce par le groupe de Norman Iscove

(Brady, et al., 1990, 1995 ; Billia, et al., 2001 ; Iscove, et al. 2002)
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Figure 20 : Le principe du TPEA.

La premiére phase est une amplification non spécifique décomposée en trois
temps.

1 La rétrotranscription des ARNm par une amorce polyT comportant une
séquence ancre en amont.

2 La synthése du second brin par une amorce contenant une séquence (X)
absente des bases de données mammiféres et une séquence partiellement
dégénérée (NNN).

3 Une amplification sur le mode PCR est ensuite réalisable avec I'amorce
ancre et la séquence X, ce qui conduit a une amplification exponentielle de
tous les ARN rétrotranscrits.

Une dilution est possible ensuite, suivie de PCR génes spécifiques classiques.



Il. C Une modification du protocole de TPEA

Pour atteindre nos objectifs, nous avons en effet utilisé la technique dérivée de la
RT-PCR par amplification de I'extrémité 3' (3 Prime End Amplification - TPEA). Cette
technique récente s'est révélée étre un outil d'étude efficace de I'expression
geneétique sur cellules isolées dans diverses lignées cellulaires d'origine mammifére
(Dixon, et al., 1998). Quand bien méme cette technique n'est pas quantitative, elle a
pour intérét principal d'amplifier potentiellement toutes les séquences d'ARNmM
présents dans la cellule, y compris ceux présents en tres petit nombre de copies.
Une majorité des ARNm présents dans une cellule est, rappelons le, présent a moins
de 10 copies en moyenne. Cette RT-PCR repose sur deux amplifications
successives, et fonctionne sur le principe d'amorces partiellement dégénérées
(Figure 20). Dans un premier temps, le lysat cellulaire contenant les ARNm est
rétrotranscrit, étape a laquelle succede immeédiatement une amplification non
spécifigue grédce a des amorces permettant I'amplification de tous les ARN
polyadénylés. Dans un second temps, le produit de cette amplification non spécifique
peut étre dilué et fractionné, chaque fraction étant susceptible d'étre alors soumise a
une PCR géne spécifique. Grace a ce fractionnement, les conditions proposées dans
la technique initiale permettaient d'obtenir en théorie 40 amplifications simultanées a
partir d'une méme cellule, soit la détection potentielle de I'expression de 40 génes
(20 en duplicats), et ainsi de suivre les profils d'expression et de détecter des
variations de cellule a cellule. Cependant, on a vu que les contaminations sont un
probléeme critique des techniques d'amplification de matériel génétique, tout
particulierement quand il s'agit de quantité extrémement limitées d'’ARN comme c'est

toujours le cas pour les techniques de RT-PCR sur cellules isolées. Ces probléemes
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Figure 21 : Les simplifications du protocole de TPEA.

Le protocole est passé de 7 a 4 étapes, ce qui permet de diminuer de moitié les
manipulations intermédiaires. Les étapes initialement fragmentées de Ila
synthése du second brin ont été groupées entre elles ainsi qu'aux 15 premiers
cycles de PCR non spécifiques. Le nombre total de cycles est inchangé.



potentiels sont démultipliés quand il existe une phase d'amplification non spécifique,
a laquelle n'importe quel ARNm exogéne contaminant pourrait participer. Or la
description du TPEA dans l'article original, pour séduisante qu'elle pouvait étre sur le
papier, était néanmoins celle d'une technique trés fractionnée, et donc sensible aux
contaminations. Aprés une acclimatation de notre technique au laboratoire, il
apparaissait donc nécessaire d'apporter des modifications a cette technique pour
diminuer ces risques. Par ailleurs, toute amélioration de la sensibilité de la méthode,
permettant une augmentation du nombre d'aliquots possibles aprés fractionnement,
allait dans le sens d'une plus grande finesse d'analyse des profils d'expression. Les
deux questions ne sont d'ailleurs pas indépendantes, puisque la multiplication des
étapes intermédiaires dans cette technique causait concréetement la perte
progressive, étape aprés étape d'une fraction non négligeable du matériel de départ.
Diminuer le fractionnement de la méthode était donc, a plusieurs titres, une question
stratégique. Nous proposons donc et présentons donc ici de telles modifications de
la technique du TPEA, qui maintiennent la qualité des résultats. Nous avons réduit
de sept a quatre le nombre des sous-étapes de la phase d'amplification non
spécifique de la technique du TPEA (Figure 21). Plus précisément, nous avons
cherché et déterminé les conditions pour lesquelles un regroupement des deux
étapes, initialement fractionnées, de synthése du second brin avec une PCR non
spécifique de 15 cycles. Ce regroupement est suivi d'une PCR non spécifique de 25
cycles. Il aurait pu paraitre logique de chercher alors a regrouper tous ces cycles de
PCR non spécifiques (qui font intervenir exactement les mémes réactifs, notamment
les mémes amorces) en un seul bloc de 40 cycles, mais les essais dans ce sens
n'ont pas permis de conclure a une fiabilité maintenue de la méthode. Le

fractionnement, méme rationalisé comme ici, reste nécessaire pour pouvoir, semble-
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t-il, permettre a la polymérase d'agir dans les conditions optimales, en la
réintroduisant a mi parcours.

Les simplifications introduites réduisent largement les risques de contaminations et
permettent en outre un gain de temps significatif. Ce dernier point est crucial dans
des conditions ou l'individualisation des cellules n'est pas automatisé et ou I'on
cherche a étudier simultanément plusieurs cellules. En effet, les premiéres étapes,
celles de I'amplification non spécifique, ne peuvent étre différées une fois initiées, en
raison de la fragilité de I'ARN et du faible nombre d'ADN amplifié. Il faut donc mener
de front les analyses sur des cellules prélevées aux méme point de la cinétique. Le
gain de temps estimé lors de l'amplification non spécifique est, pour une analyse
simultanée de 30 cellules isolées, d'une heure et demie sur une durée initiale jamais

inférieure cing heures.

Nous avons mené notre étude sur des lignées immortalisées murines de
neuroblastome (lignée N1E-115). Il s'agit de cellules adhérentes. Cette lignée est un
modele classique de la différenciation neuronale. Celle-ci peut étre provoquée
notamment par une privation de sérum de veau feetal (SVF) dans le milieu de culture,
qui entraine I'apparition de phénotypes neuronaux dans les 48 heures, accompagnés
d'une mort cellulaire importante (Clejan, et al., 1996). Ces cellules sont cultivées
dans du DMEM, enrichi de glucose a 4,5 g/L (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) et de
sérum de veau feoetal décomplémenté a 10 %, et de pénicilline-streptavidine 10mL/L
(Invitrogen).

Malgré une dérive génétique notoirement faible, elles ont été clonées par mesure de

précaution : les expériences décrites ont été systématiquement conduites a partir
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d'une population d'origine clonale que nous avons réalisée, ceci pour diminuer autant

que possible le -faible- risque d'hétérogénéité génétique.

Les transcriptions inverses et les réactions fondées sur la PCR ont été réalisées sur
un appareil GeneAmp PCR 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA,

USA). L'amorce de transcription inverse (5'-CTCTCAAGGATCTTACCGCTTTT-

[TTTTTTTTTTTT-3"), celle du second brin (5- CTGCATCTATCTAATGC-
TCCNNNNNCGAGA-3') ou N représente C, G, T ou A, et I'amorce a ancre 3' (5'-
CTCTCAAGGATCTTACCGC-3'), ont été synthétisées a fagon par Invitrogen, et sont
celles qui ont été décrite par ans la technique initiale (Dixon, et al.., 1998).

Aprés remise en suspension des cellules N1E-115 par trypsinisation et ringage, les
cellules subissent une dilution séquentielle, de maniére a obtenir la possibilité d'avoir
une cellule par microlitre en théorie. Un microlitre de cette dilution est alors déposé
dans chaque puits d'une plaque de Terasaki. Tous ne contiendront pas exactement
une cellule. C'est une observation au microscope qui permet de ne retenir que les
puits ne contenant qu'une seule cellule pour la suite de I'expérience.

Ces puits recgoivent alors un mélange permettant une lyse cellulaire dans des
conditions telles que le noyau n'est pas lysé. On pourra donc se débarrasser de ce
noyau et donc des contaminations en ADN génomique. Ce mélange de lyse d'un
volume final de 7 microlitres contient du tampon de synthése du simple brin (60 mM
Tris-HCI, 75 mM KCI, 3 mM MgCl 2; Invitrogen), 5 mM de Nonidet P-40 (Sigma, St.
Louis, MO, USA), 1.5 U d'inhibiteur de Rnase RNase-OUT(Invitrogen). Aprés cinq
minutes sur glace, les noyaux sont évacués par centrifugation (8000 g pendant 5
minutes a 4°C). Chaque surnageant est alors transféré dans un nouveau tube ou il

est rétrotranscrit dans un volume final de 10 microlitre aprés ajout de tampon de

161



synthése du simple brin, de transcriptase inverse MMLV (Moloney murine leukemia
virus) -Invitrogen-, et de 0,5 ng de d'amorce transcription inverse. Cette transcription

inverse est réalisée a 37°C pendant 60 minutes.

La synthése du second brin, et 15 cycles de PCR, initialement fractionnés, ont été
regroupés en une seule étape, (Figure 21, p.159). Le produit de la transcription
inverse est intégralement reversé dans un volume supplémentaire de réaction de
PCR de 10,4 pL. Ce mélange de 20,4 uL contient aux concentrations finales : MgCl 2
a 4.5 mM, Tris-HCI (pH 8.3) a 67 mM, dNTP a 0.5 mM (Amersham Biosciences UK,
Buckinghamshire, UK), 1 ng d'amorce de second brin, 0.4 ng d'amorce a ancre 3',
I'ADN polymérase AmpliTag a 0.35 U (Applied Biosystems). Ce mélange subit les
étapes suivantes en un bloc : 50°C pendant 15 min (incubation), 72°C pendant 10
minutes (extension), 92°C pendant 5 minutes (dénaturation), 15 cycles de PCR (2.5
minutes a 92°C, 1.5 minute a 60°C, et 1.5 minute a 72°C), suivie d'une élongation a
72°C pendant 10 minutes. Ce mélange de 20,4 pL est porté a 30.4 pL de maniére a
ne pas modifier les concentrations des différents composants, a I'exception de I'ajout
de 125 ng de I'amorce de second brin et 50 ng de I'amorce a ancre 3'. Il est alors
soumis a une dénaturation de 5 minutes a 92°C, a 25 cycles additionnels de PCR

(comme décrits ci-dessus) et a une élongation finale de 10 minutes a 70°C.

De plus nous avons augmenté le taux de PCR géne-spécifiques en parvenant a
n'utiliser, aprés dilution, que 3 pL de ce volume de préamplification au lieu de 5
microlitres. Le nombre potentiel de PCR génes-spécifiques est donc passé de 40 a
50 (20 a 25 en duplicats). Pour cela, le volume 30,4 uL d'amplification non spécifique

a été dilué a un volume final de 150 yL de Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM. Des
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Figure 22 : Résultats d'amplification pour trois génes par TPEA modifié.
Onze cellules individuelles clonales (a-k) ont subi une procédure de TPEA. | :
marqueur de taille (100-bp DNA leader ; New England Biolabs) ; m : témoin
négatif sans transcriptase inverse ; n : témoin négatif sans cellule. On détecte
I'expression des genes de l'actine-b et du GAPDH dans onze cellules sur onze.
En revanche, le récepteur de l'insuline n'est exprimé que dans quatre cellules sur
onze. Amorces : actine B (209 pb; GenBank ® accession no. V01217) 5'-
CATCCATGCCCT-GAGTCC- 3'(forward) et 5-ACACCTCAAACCACTCCCAG-
3'(reverse); GAPDH (408 pb; accession no. X02231) &5-GAC
CCCTTCATTGACCTCAACTAC-3'(forward) et 5'-GATGCCAAAGTTGTCA
TGGATGAC-3'(reverse) ; et récepteur de l'insuline (369 pb; accession no. NM
010568) 5-TCACAAAGATGGCGTATT-3'(forward) et 5-GACTGGAGCAA
ACACAAC-3'(reverse).



aliquots de 3 pL de cette solution ont été soumis a des PCR utilisant des amorces
séquences spécifiques. Chaque échantillon a été ajouté a un mélange réactif pour
obtenir un volume total de 50 ul contenant du tampon PCR Il 1X (100 mM Tris-HCI,
500 mM KCI ; Applied Biosystems), du MgCl, a 3,5 mM (Applied Biosystems) 12,5%
de saccharose, du B-mercaptoéthanol a 12 mM, dNTP a 0,5 mM, amorces
oligonucléotidiques (100 ng chaque) et ADN polymérase AmpliTaq (0,6 U).Ces
concentrations sont celles préconisées par le protocole d TPEA initialement publié, a
I'exception du cresol red, dont I'absence n'a pas empéché d'obtenir des résultats et
qui a en conséquence été omis. Les températures d'hybridation des séquences ont
été adaptées pour chaque couple, mais le reste des conditions de ces PCR génes
spécifiques est la encore identique a celles décrites initialement. A l'issue de la PCR,
les produits d'amplification sont classiquement observés aprées dépbt et migration sur
un gel d'agarose a 0,7% (masse/volume) contenant du bromure d'éthidium, agent

intercalant, qui révele les bandes d'ADN.

Ce protocole modifié de TPEA a donné des résultats sensibles et reproductibles. La
figure 22 montre ceux qui peuvent étre obtenus en utilisant les couples d'amorces
pour l'actine-p3, le GAPDH et le récepteur de l'insuline. Il faut d'abord noter qu'aucune
détection n'est observée pour les expériences en absence de reverse transcriptase,
ce qui démontre l'absence de contamination par de I'ADN génomique. Cela est
renforcé par le fait que les amorces pour GAPDH sont de part et d'autre d'un intron.

Comme on pouvait s'y attendre, les génes constitutifs d'actine-§ et de GAPDH sont
détectés comme exprimés dans chacune des cellules isolées. lls constituent
d'ailleurs un marqueur qui témoigne de l'existence d'une activité d'expression dans

les cellules considérées. Mais par contraste, on constate que le récepteur de
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Figure 23 : Contréle de TPEA.

Deux cellules (A, B) sont traitées par TPEA; chaque contenu cytoplasmique est divisé en
2 moitiés (Resp. A1 et A2, et B1 et B2) avant transcription invers ; chaque moitié subit
alors I'ensemble des étapes. On ne détecte pas de biais d'expression entre les deux

moitiés



l'insuline, qui n'est pas constitutivement exprimé dans ces cellules, I'est cependant
dans quatre d'entre elles sur onze. A titre de contrdle additionnel, nous avons par
ailleurs divisé en deux moitiés les ADN complémentaires obtenus aprés I'étape de
transcription inverse et comparé les signaux obtenus aprés qu'un protocole complet
de TPEA modifié avec des amorces d'actine-p a été appliqué a chacune de ces

moitiés. Aucun biais d'amplification entre ces moitiés n'a été remarqué (Figure 23)

L'ensemble de ces résultats permet donc de conclure que les améliorations
proposées rendent la technique du TPEA plus rapide, plus sensible, et plus simple.
En ceci, elle semble étre un compromis digne d'intérét entre les deux principales
méthodes que sont I'aARN et la RT-PCR. Elle est compatible avec un tri automatisé
des cellules par cytométrie en flux. Elle permet d'envisager une véritable approche
globale des profils d'expression et devraient permettre qu'elle soit plus largement
utilisée dans le cadre des études sur cellules isolées.

On observe une variabilité d'expression qui soutient I'existence d'une expression
stochastique. L'expression du géne du récepteur de linsuline varie de cellule a
cellule au sein d'un milieu homogéne. Ceci ne peut donc étre le fait de signaux
spécifiques, et minimise par ailleurs la nécessité d'existence de tels signaux.

Deux génes constitutifs, sur lesquels doit exister une forte pression de sélection pour
leur expression, sont exprimés dans toutes les cellules. Cela contraste avec le géne
du récepteur a l'insuline, dont I'expression n'est pas attendue dans des conditions
basales comme celles de notre expérience et pour lequel une expression aléatoire
est possible. Méme si ces résultats sont préliminaires, et devront étre multipliés
(nombre de génes, conditions différentes) il sont déja compatibles avec une grille de

lecture sélective. lIs sont le socle potentiel d'une dynamique endodarwinienne.
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Il. D Conclusion sur les études d’'expression génétique sur cellules

isolées.

Nos résultats vont dans le sens de toutes les études sur les cellules isolées : elles
confirment la dimension stochastique de I'expression génétique d'au moins certains
genes quelles que soient les techniques employées. Il est hautement significatif que
dans leur grande variété, toutes ces méthodes aboutissent a la méme conclusion. La
question du statut de cette stochasticité évoqué en introduction n'a pas été tranché
dans le temps de la thése par le biais de cette technique. Il gagnerait a I'étre au
cours de des temps a venir. La pluralité des méthodes incite naturellement a
proposer de combiner les approches disponibles, adaptées a chaque systéme
expérimental pour enrichir et consolider les résultats obtenus. En effet, il est toujours
possible, malgré les efforts entrepris pour une s'assurer de la plus grande
homogénéité possible de la population de départ, de mettre les variabilités
observées sur le compte d'une différence génétique (mutation) imprévue. Pour cela,
I'approche combinée d'amplification de I'ADN et de I'ARN d'autre part d'une méme
cellule isolée est une voie a suivre qui n'est pas incompatible avec le protocole actuel
du TPEA. Une généralisation des approches sur cellules isolées serait de nature a
rendre systématique la nuance sur le role du programme génétique. Une évaluation
précise du bruit de fond, suivie d'une évaluation de I'augmentation transitoire de
variabilité de l'expression génétique suite a une modification environnementale
permettra a n'en pas douter de donner des réponses concrétes sur les marges de

manceuvre permises par un génome a sa cellule.
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Nous avons pu néanmoins mettre en évidence une variabilité transitoire d'un
parameétre corrélé a l'expression génétique, de nature a rendre pertinente une
approche endodarwinienne de la différenciation. Ce paramétre est la méthylation de

I'ADN, et nous le présentons dans la seconde partie des résultats expérimentaux
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5 GAGTCGC—---—-—CG ------ "CG---GCTTTTA 3
3’ CTCAGCG-------GCr-m- G "C-—-CGAAAAT 5

Figure 24 : Comparaison entre les formules de la cytosine non méthylée
et méthylée des ilots CpG.
Le groupement méthyle est sur le carbone 5.



lll L'étude de Ila variabilité épigénétique au cours de Ia

différenciation.

lll A La problématique de I'étude de la méthylation

Les processus épigénétiques ont suscité un intérét croissant au cours des années
récentes. Dans le contexte déterministe, ils ont été envisagés comme des
paramétres de nuance du réle du génome.

La méthylation de I'ADN, chez les mammiféres, est une modification covalente sur le
cinquiéme carbone des cytosines des dinucléotides CpG contenues dans le génome
(Figure 24). La plupart des CpG sont méthylés dans le génome humain. Mais ces
dinucléotides sont sous-représentés et ne représentent qu' 1% seulement du
génome total. Cette sous-représentation est attribuée a un taux supérieur de
mutation des résidus cytosines méthylés par rapport aux non méthylés.

Au sein d'un génome globalement méthylé sur ses CpG, 1 a 2 % de sa séquence ne
I'est pas. Les zones concernées sont appelées ilots CpG car il sont enrichis en CpG
(déméthylés, donc), par rapport au reste du génome. Ces ilots sont longs d'1 kb en
moyenne, sont non seulement riches en CpG mais aussi riches en G/C, et sont
trouvés dans les extrémités 5' des génes. Les genes "de ménage" connus et certains

genes exprimés préférentiellement dans certains tissus possédent de tels ilots CpG.

La méthylation des génes est corrélée positivement a la répression de I'expression
geénetique. Les génes de ménages, qui ont un ilot CpG associé a leur promoteur,

sont exprimés continlment et en paralléle on n'observe pas de méthylation
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transitoire de leur ilot associé. Des études globales ont montré une corrélation entre
I'activité génétique et I'hnypométhylation des promoteurs. Cette corrélation est plus

faible dans les CpG a l'intérieur du géne.

La méthylation des génes subit des changements complexes pendant le
développement et la différenciation chez les mammiféres. Aprés la fertilisation, une
déméthylation globale survient puis est suivie d'une reméthylation globale. Apres la
gastrulation, l'activation de génes est corrélée a une perte de méthylation dans les
genes tissus-spécifiques de différentes lignées somatiques. Le cas de la lignée
germinale est différent. Celle-ci présente globalement une hypométhylation a mi
gestation ; suggérant soit qu'elle a échappé a la vague de méthylation globale de
novo soit qu'elle a subit une seconde vague de déméthylation.

La méthylation différentielle de certains génes en fonction de leur origine paternelle
ou maternelle explique le phénomeéne d'empreinte génétique. Les génes soumis a
empreinte sont sujets dans la lignée germinale, a des modifications particulieres
transmises par les gameétes et nécessaires au développement embryonnaire. Les

mécanismes précis de cette méthylation différentielle sont encore débattus.

Entretien de I'état de méthylation

Une propagation de l'état de méthylation d'un ilot CpG est assurée aprés la
réplication de I'ADN par une réaction enzymatique de transfert de groupement
méthyle sur les résidu cytosine du brin d'ADN néosynthétisé et initialement non
méthylé. Cette activité qui utilise le CpG hémiméthylé comme substrat est considérée
comme une activité de maintenance : la perte de la méthylation peut survenir suite a

un empéchement de cette activité enzymatique.
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Figure 25 : Différence d'action du Bisulfite de Sodium sur la cytosine et
la méthyl-cytosine.

La cytosine non meéthylée est convertie en uracile. Aprés PCR, elle sera
remplacée par une thymine. La cytosine méthylée n'est pas modifiée par le
traitement au bisulfite. La résultante de ces effets est une variation de
séquence entre sites méthylés et non meéthylés.



Plusieurs enzymes ont été progressivement identifitces comme ADN
méthyltransférases (DNMT). Si elles se virent attribuer un réle dans la maintenance
dans la méthylation, leur capacité a provoquer une méthylation de novo, du moins in
vivo, a été un temps discutée, mais est maintenant admise.

La déméthylation, elle est considérée comme survenant principalement par le biais
de deux cycles de réplication sans maintenance. Des exemples de déméthylation
enzymatique reéplication-indépendante ont été avancés. La régulation de ce

processus est peu documentée.

lll B Méthodologie

Participant a des travaux paralléles (voir annexe) sur I'empreinte génétique et dans
ce contexte, a l'étude des variations de la méthylation de certains génes
différentiellement méthylés, il nous a semblé utile d'appliquer ces techniques d'étude
a notre modéle de différenciation in vitro, sur des génes soumis a empreinte, dont on

n'avait pas de raison a priori de les supposer variables au cours de la différenciation.

L'étude de la méthylation aprés traitement de I'ADN au bisulfite de sodium repose sur
la capacité de ce dernier a convertir chimiquement les cytosines non méthylées d'un
dinucléotide CpG en uraciles (qui seront transformées en thymidine au cours de la
PCR qui suit), sans pouvoir convertir les méthylcytosines de ces CpG. Apres une
PCR avec des amorces spécifiques des séquences modifiées, la méthylation de

chaque CpG peut étre établie en sous clonant et en séquencant le produit
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Figure 26 : Principe du traitement des cellules au bisulfite.

Celui-ci modifie la séquence en fonction des mécanismes décrits. La
séquence d'intérét subit une PCR. Le produit de PCR est sous-cloné et
séquenceé. On analyse plusieurs séquences pour déduire, a chaque position,
le pourcentage de méthylation initial.



d'amplification. Chaque clone représente une molécule unique d'ADN de I'échantillon
initial.

Toutes les cytosines n'appartenant pas a un ilot CpG auront été converties
chimiquement en uraciles puis aprés la PCR en thymidines. Cela constitue un témoin
interne. En ce qui concerne les cytosines non méthylées des CpG, elles auront étés
converties en uracile puis thymidine aprés PCR a l'inverse des 5-méthylcytosines
(Figure 25, page précédente). Il est ainsi possible, pour chaque CpG, d'établir un
pourcentage de méthylation/déméthylation et d'établir sur ce plan une variabilité
intercellulaire de la méthylation (Figure 26). Cette méthode répond ainsi a nos
besoins, sans qu'il soit nécessaire de passer par une approche sur cellules isolées.
Un nombre de clones approprié fournira une estimation de la proportion étudiée et

I'on pourra suivre cette proportion au cours d'une cinétique de différenciation.

Nous avons donc soumis les cellules N1E-115 a une cinétique de différenciation.
Pour ce faire nous avons mis en culture une population de cellules obtenues a partir
d'une seule cellule mére pour s'assurer de l'origine clonale de la population. La
cinétique de différenciation a été conduite en privant les cellules de SVF. A
intervalles donnés, trois types de populations cellulaires ont été simultanément
traitées au bisulfite selon un protocole publié (Kerjean, et al., 2001)

-Les cellules en cours de différenciation, adhérentes

-les cellules mortes dans le surnageant.

-Des cellules non soumises a la différenciation.

Les principales étapes du protocole de traitement de I'ADN au bisulfite de sodium

sont les suivantes :
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Figure 27 : Structure génomique de la zone de méthylation
différentielle amplifiée.

22 positions CpG sont amplifiées dans la région du promoteur de Mest/Peg1
(accession No AF017994; -201, +116 par rapport a lorigine de
transcription). Fléche : site d'initiation de la transcription ; Rectangle noir :
exon ; petits carrés noirs : CpGs de la région amplifiée.



-Les cellules subissent une lyse pendant une nuit par action de protéinase K dans
une incubation a 50°C.

-L'ADN est ensuite dénaturé par traitement NaOH pendant 30 minutes.

Puis la solution de bisulfite de sodium-hydroquinone est appliquée pendant quatre
heures a 50°C.

-L'ADN modifié est ensuite purifié et élué, il subit un dernier traitement a la soude
pendant quinze minutes a 37°C, suivi d'un ajout d'acétate d'ammonium. L'ADN
modifié est alors soumis a une précipitation dans de I'éthanol 100% a -20°C pendant
30 minutes et rincé une fois a I'éthanol 70%

-Il est enfin resuspendu dans de I'eau, prét a étre utilisé ou a étre immédiatement
conservé a -20°C

-L'ADN est ensuite soumis a une PCR géne spécifique dans les conditions décrites

(Kerjean, et al., 2001).

Dans la phase exploratoire de ce travail, nous nous sommes restreints a I'étude de la
région de méthylation différentielle (RMD) du géne Mest/Peg1. Cette RMD est
constituée du promoteur, du premier exon et d'une partie du premier intron. Elle est
différentiellement méthylée sur chaque allele en fonction de la provenance
maternelle (méthylé) ou paternelle (déméthylée - transcriptionnellement active) de
celui ci. La région que nous amplifions est une séquence de 537 paires dans le
promoteur (-201, + 116 vis a vis du site d'initiation de la transcription). Elle contient
22 sites CpG soumis a méthylation différentielle. Seuls les 10 derniers sont situés

dans la séquence transcrite (Figure 27).
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Gauche : moyenne des positions de 1 a 12, correspondant a la
séquence non transcrite. Droite : moyenne des positions 13 a
22 (excepté la position 17, aberrante), correspondant a la
séquence transcrite. Résultats complets en Annexe.



Le produit d'amplification est ensuite sous cloné dans une construction commerciale

CloneAmp® pAMP1 (Life technologies) et séquencé.

lll C Résultats

Dans la séquence, toutes les cytosines hors CpG ont bien été converties en
thymidine. Cela constitue le témoin interne. La variabilité observée ne serait donc
étre imputée a une action incompléte du bisulfite de sodium.

Les résultats complets sont présentés en annexe. Par commodité, nous en
présentons une version simplifiée ici. En effet, plutét que de présenter les évolutions
des variations a chacune des 22 positions CpG au cours du temps, nous en
dégageons ici une tendance, sur la base d'une premiére observation :

-Les positions CpG 1 a 12 (non transcrites) présentent une évolution temporelle
homogéne de leur taux de méthylation : nous en présentons ici la moyenne.

-De méme les positions CpG 13 a 22, potentiellement transcrites, présentent un profil
homogéne entre elles : la encore nous en présentons la moyenne.

Ainsi, nous pouvons présenter, pour chaque cas de figure (cellules différenciées,

cellules mortes, cellules non différenciées témoin), deux séries de résultats.

Cellules non différenciées
L'étude de la cinétique du témoin non différencié apporte une premiére surprise
(Figure 28). La variabilité du taux de méthylation observée au cours de cette

cinétique n'était pas attendue (Résultats complets : Annexe 1).
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Figure 29 : Evolution du taux de méthylation au cours d'une
cinétique de différenciation - Cellules différenciées.

Gauche : moyenne des positions de 1 a 12, correspondant a la
séquence non transcrite. Droite : moyenne des positions 13 a
22 (excepté la position 17, aberrante), correspondant a la
séquence transcrite. Résultats complets en Annexe.
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Figure 30 : Evolution du taux de méthylation au cours d'une
cinétique de différenciation - Cellules mortes.

Gauche : moyenne des positions de 1 a 12, correspondant a la
séquence non transcrite. Droite : moyenne des positions 13 a 22
(excepté la position 17, aberrante), correspondant a la séquence
transcrite. Résultats complets en Annexe.



Les phases précoces de la cinétique sont trés hétérogénes, mais la séquence de 24
a 48 heures est assez homogéne une diminution transitoire de la méthylation, suivie

d'une augmentation.

Ces variations sont peu significatives dans la premiére partie de la séquence, mais
beaucoup plus dans la séquence transcrite. Dans cette derniere il y a transitoirement
une méthylation quasi compléte a 24 h (90%).

Cellules différenciées

Le profil de la cinétique de différenciation est le suivant (Résultats complets : Annexe
2):

Diminution du taux de méthylation entre 8 et 24 heures.

Augmentation du taux de méthylation entre 24 et 32 heures.

Diminution du taux de méthylation entre 32 et 48 heures.

L'ensemble de la séquence posséde ce profil, méme s'il est plus marqué dans la
premiére partie de la séquence (Figure 29).

Cellules mortes

Les cellules mortes ont un profil de méthylation qui diminue de 8 a 24 heures et qui
augmente de 32 a 48 heures (Résultats complets : Annexe 3).

Il semble y avoir une grande homogénéité des profils de variation de méthylation
dans la premiére partie, notamment aux positions 4 a 11, et une plus grande

hétérogénéité dans les positions correspondant a la séquence transcrite (Figure 30).

Ces résultats doivent étre interprétés avec prudence en raison de la logique qui

présidé a leur obtention. Le géne Mest/Peg1 a été choisi non pas parce qu'il était

susceptible de varier au cours de la différenciation cellulaire, mais parce qu'il était
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connu pour avoir une méthylation différentielle au cours de la gamétogenése. |l serait
excessif de lui faire jouer un rdle sur la base de ces seuls résultats. Néanmoins, et
justement parce qu'ils manifestent une variabilité inattendue, ceux-ci posent une
qguestion biologique ouverte.

Les constats que I'on peut faire sont les suivants.

-Une variabilité complexe de la méthylation est observée au cours d'une phase de
différenciation cellulaire.

-Cette variabilité se surajoute a une variabilit¢ de base, non négligeable, de la
méthylation au cours d'une cinétique témoin.

-Les variations de méthylation sont tres hétérogénes au cours des 24 premiéres
heures et ne permettent pas de dégager une tendance précise.

-Entre 24 et 48 heures, les modifications de la méthylation suivent une tendance
inversée chez les cellules en cours de différenciation, par rapport a la cinétique
témoin.

-Entre 24 et 48 heures, les modifications de la méthylation suivent une tendance
comparable chez les cellules mortes par rapport a la cinétique témoin.

-Les CpG de la séquence non transcrite présentent une profil de variation homogéne,

par rapport aux CpG de la séquence transcrite comparés entre eux.

Indépendamment de l'interprétation que l'on peut en faire, ces résultats mettent
néanmoins indubitablement en évidence une variabilité intercellulaire de la
méthylation. De plus, lls montrent que cette variabilité évolue au cours de la
différenciation cellulaire. On constate que les cellules mortes suivent une tendance
comparable a celle des cellules différenciées. On peut proposer ainsi I'hypothése

gu'a chaque point de la cinétique, la population de cellules mortes s'enrichit en
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cellules n'ayant pas suivi la tendance que I'on observe chez les cellules en cours de
différenciation. L'amplitude notable des variations observées est compatible avec
I'nypothése que plusieurs options sont ouvertes a chaque instant a la cellule et que
seules certaines lui permettent d'étres sélectionnées pour la phase suivante. Cela
I'est moins avec I'hypothése que ces cellules regoivent toutes, au cours d'une phase
de différenciation, des signaux appropriés qui leur permettent d'adopter un
comportement conforme auquel elles se tiennent, aux erreurs marginales pres.

Les évolutions transitoires complexes du profil de méthylation au cours de la
différenciation semblent en outre ici étre explicables de maniére plus pertinente par
une fluctuation stochastique que par une régulation précise. Celle ci devrait par
ailleurs expliquer qu'a chaque étape et pour chaque position, les deux situations,
méthylée ou non méthylée, existent. La régulation n'aurait donc pas le méme effet

dans chaque cellule, au sein d'un une population et d'un milieu pourtant homogéne.

Ces résultats doivent étre replacés dans un contexte plus général ou la méthylation
des génes n'est pas soupgonnée de subir de si larges variations sur des temps
courts. lls rendent pertinente l'idée d'appliquer plus généralement cette technique sur

une batterie de génes au cours des cinétiques de différenciation.

Il D Discussion

La variabilité observée d'état de méthylation suggére que celle-ci est un phénomeéne
dynamique au cours de la cinétique. En soit, les variations de méthylation des

témoins non soumis la différenciation est une information étonnante.
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Il semble que cette variabilité soit aléatoire. Cela pourrait étre mis en relation avec un
comportement exploratoire permettant de déréprimer au hasard l'expression de
certains génes pendant la différenciation cellulaire, avec pour conséquence qu'une
fraction des cellules trouve par ce biais les réponses adéquates, sans
prédétermination. Ces résultats sur des cellules ne sont cependant que préliminaires,
et doivent étre pris avec les précautions d'usage. Il est a noter que des vagues de
méthylation de novo peuvent étre constatées spontanément dans les cellules en
culture, a la différence de ce qui est observé in vivo. Cela est associé a l'idée que
dans les cultures cellulaires, des génes non nécessaires sont rendus silencieux et
donc que la méthylation peut étre considérée un avantage sélectif pour la croissance.
Ainsi, la prudence qui préside a la généralisation de résultats obtenus sur des
cultures cellulaires n'empéche pas de remarquer que nos reésultats sont
complémentaires de ceux évoqués ici, et que la culture cellulaire permet peut-étre de
dévoiler des phénomenes physiologiques inhibés dans |'organisme.

Il est a noter que la technique de traitement au bisulfite est néanmoins assez lourde
et nécessite notamment un important travail de séquencage. Il semble qu'au vu des
résultats présentés et de ce qu'ils laissent percevoir elle soit néanmoins adaptée a
nos problématiques.

Vu sous l'angle déterministe, les phénomeénes épigénétiques permettent de seconder
le génome dans la réalisation du programme, en lui apportant de la nuance et de
I'adaptabilité. Néanmoins tout niveau supplémentaire de complexité nécessite, dans
cette optique, une fine régulation, sur ses mécanismes propres mais aussi sur ses
interactions avec les autres niveaux. De sorte que dans ce paradigme, on ne
comprend plus trés bien au final ce que le génome gagne a conserver ces

mécanismes (qui permettraient d'expliquer que le génome n'explique pas a soi seul)
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s'il doit par ailleurs mettre en place et conserver les contrbles adéquats (et donc
expliquer en retour le contréle des mécanismes épigénétiques). Dans l'approche
endodarwinienne, l'ensemble de ces mécanismes a un rble unifié : apporter une
tolérance aux comportements exploratoires et permettre de fixer, méme

transitoirement les options adaptées.
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DISCUSSION
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Dans ce travail, nous avons fait le choix de mener de front plusieurs démarches.
Reprendre une littérature préexistante pour souligner qu'elle n'était pas prisonniere
du cadre conceptuel dominant. Améliorer des techniques existantes pour mieux les
adapter a des problématiques émergentes. Importer des techniques dans des
domaines ou elles étaient peu pressenties. Pour chacune d'entre elles nous avons
bien sdr le sentiment d'avoir apporté une contribution encore modeste. Mais le
programme de recherche qui s'ouvre est vaste, et n'aurait pu étre défriché dans le
temps limité imparti a la préparation d'une thése. Souhaitons ici que ce programme

puisse étre entrepris résolument.

Les résultats présentés dans ce travail vont dans le sens d'une expression
stochastique des génes et d'une variabilité transitoire au cours de la différenciation
cellulaire. lls ne prétendent bien slr pas a eux seuls a constituer une démonstration
de ces phénoménes. Ceux-ci sont déja parfois partiellement avérés et nos résultats
les renforcent. lls fournissent aussi des méthodes qui pourraient permettre de faciliter
ces études et de placer ces questions au coeur des préoccupations des biologistes
moléculaires. Dans le cadre de cette thése, il n'a malheureusement pas été possible
d'aller plus loin, ce qui est frustrant. Les étapes suivantes d'un programme de mise
en évidence de dynamiques endodarwiniennes seraient, quelles que soient les
méthodes utilisées, une mesure de la variabilit¢ au cours de cinétiques de
différenciation (amorcée ici dans le travail sur la méthylation), et sa quantification de
maniére a obtenir un index précis de variabilité. Il faudrait ainsi la corréler avec des

parameétres biologiques pour voir si cette variabilité est un bruit de fond ou elle-méme
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un parameétre. Grace a nos hypothéses et nos mises au point, parmi d'autres, il est

désormais possible de mettre en place de tels dispositifs expérimentaux.

A supposer que cela devienne réalité et que des dynamiques endodarwiniennes
soient mises en évidence, quelles en seraient les conséquences pour la discipline ?

Dans le contexte sensible qu'est la contestation du déterminisme en biologie, il nous
semble nécessaire de préciser tout d'abord clairement plusieurs éléments. La
contestation du déterminisme biologique peut provenir d'horizons trés différents.
Certaines critiques, celles dont nous pouvons nous sentir partiellement proches,
émanent de constats scientifiques et s'inscrivent elles-mémes dans une démarche
scientifique. Ces critiques reposent sur des observations documentées mettant en
eévidence que le déterminisme n'est pas toujours compatible avec une explication
rationnelle et économe en hypothéses. Nous avons expliqué que de notre point de
vue, elles avaient contribué a nuancer le déterminisme, alors que nous pensons que
ses bases mémes suggérent que c'est une remise en cause plus générale qu'il
faudrait adopter. Néanmoins, nous nous sentons pleinement tributaires de ces
critiques, souvent pionniéres, qui furent audacieuses en leur temps et ont contribué a
faire de la biologie une discipline qui accepte de s'interroger sur elle-méme et se

remet en cause régulierement.

D'autres critiques, qu'il ne s'agit pas de recenser ici, sortent du champ scientifique et
procédent par approximations et amalgames. Profitant du constat que le
déterminisme n'est plus aussi triomphant qu'a l'aube des découvertes de Francgois
Jacob et Jacques Monod, car la progression des connaissances apporte

inévitablement de la nuance, ou que le réle du génome n'est plus vu comme aussi
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central qu'initialement, elles ont déja pratiqué des amalgames en avangant que la
biologie ne serait donc décidément pas accessible a une approche rationnelle et
expérimentale, ou que l'essentiel ne serait pas dans ce qui est accessible a
I'expérience. Alors que le génome était apparu comme le support matériel de la
sélection, son importance revue a la baisse ne lui permettrait plus ce role,
délégitimerait cette sélection et entrouvrirait a nouveau la porte aux conceptions

antérieures a la pensée darwinienne.

Il va sans dire que nous refusons expressément toute proximité avec les critiques de
cette nature. Nous nous inscrivons clairement dans le champ de la rationalité et
avons proposé plusieurs hypothéses qui sont accessibles a I'expérimentation et qui
pourront éprouver la validité de nos hypotheses.

C'est aussi parce que nous souhaitons ne pas sortir de ce champ que nous ne
portons pas de jugement sur le sens a donner a nos propositions au-dela du
domaine strict de l'expérimentation en biologie. On a vu que la critique du
déterminisme peut heurter car les phénoménes reproductibles semblent difficilement
étre expliqués par le hasard. Plus généralement, il peut paraitre frustrant qu'un
organisme soit construit sur du hasard par "opposition" a un programme. D'un point
de vue sociologique, ces présupposes ont peut-&étre contribué a la prédominance de
I'approche programmatique. Mais nous n'avons pas d'éléments qui permettent
d'accréditer ou d'infirmer cette supposition et, en tout état de cause, ce ne sont pas
ces questions qui ont justifié nos recherches. A la réserve prés que si ces
présupposés étaient avérés, le biais d'interprétation qu'ils occasionneraient serait un
handicap intrinséque a une évaluation contradictoire des hypothéses alternatives.

Sorti de cette réserve, nous n'accordons pas plus de valeur en soi a chacune des
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approches. Nous nous contentons de penser que l'une est plus générale, plus
econome en hypothéses, et compatible avec I'ensemble des observations
expérimentales qui lui préexistent. Ce faisant nous n'avons d'autre préoccupation
que de contribuer a mieux expliquer les dynamiques observables. La grille de lecture
que nous proposons et les outils que nous présentons pour en mesurer l'intérét ne

sauraient servir de prétexte a une extrapolation ascientifique.

Comme le montre le néologisme que nous proposons, I'endodarwinisme, nous nous
placons d'ailleurs sans ambiguité du cété de la synthése néodarwinienne. Seule une
interprétation abusive pourrait nous placer en opposition avec elles, parce que nous
relativiserions la dimension "informationnelle" du génome. Nous avons dit a plusieurs
reprises que le génome est une mémoire des réponses évolutivement archivées qui
permettent a une cellule de réagir de maniére probabiliste a une variation du milieu.
En cela, le réle de la sélection naturelle, qui est une des composantes de la synthése
néodarwinienne, est fondamental pour les organismes. Cela n'est pas contradictoire
avec un mode d'utilisation du génome qui ne soit pas programmé. Bien plus, nos
propositions visent a ouvrir aux approches évolutionnistes le fonctionnement interne
des organismes. Cette proposition théorique est aussi un appel a plus de
transdisciplinarité entre les évolutionnistes et les biologistes moléculaires. Les
premiers testent depuis longtemps des modéles qui pourraient peut-étre, aprés
adaptation, apporter aux seconds des éléments de réponses beaucoup plus

nombreux qu'ils ne le soupgonnent actuellement.

Il est vrai cependant que notre approche nous améne a relativiser l'importance des

travaux dont la logique est de parfaire la connaissance des séquences génétiques
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pour faire progresser les connaissances en biologie. A I'heure ou I' on reconnait que
la distance entre deux génes, les différentes modifications épigénétiques, I'épissage
alternatif, la position du géne par rapport a l'origine de réplication, le degré de
redondance, le degré d'accessibilité du site de transcription, la structure
tridimensionnelle de la chromatine, la compétition pour les facteurs de transcription,
la position de la cellule dans l'organisme, la température, le pH, la pression, les
champs électriques, I'état d'expression d'autres génes, entre autres, sont de nature a
modifier I'expression d'un géne, il peut sembler que sa séquence, méme si elle
conditionne bien évidemment pour partie la structure tridimensionnelle de la protéine
qui en est issue, n'est qu'une donnée parmi tant d'autres. A rebours de cette vision
intégrée, le projet de séquencage du génome repose sur le primat d'une de ces
caractéristiques sur toutes les autres. Cela ne serait pas alarmant si, au-dela des
investissement humains et financiers nécessaires et pas toujours extensibles, il ne
contribuait pas au formatage de la pensée en biologie. Comme le note justement
Evelyn Fox Keller, "l'invocation des génes s'est révélée manifestement efficace, non
seulement pour assurer le financement et la promotion des programmes de
recherches, mais également (et peut-étre méme tout spécialement) pour trouver des
débouchés aux produits d'une industrie biopharmaceutique en rapide expansion”
(Fox Keller, 2000). Les vingt derniéres années, la biologie moléculaire, on I'a vu, a
été traversée de débats riches sur les réles respectifs des différentes molécules et
des différents niveaux d'observation sur le fonctionnement du vivant. Et pourtant, ces
vingt ans de débats n'auront pas empéché Il'annonce réductrice du séquengage
humain comme la découverte du "grand livre de la vie", quand il n'était pas ajouté
"seul connu de Dieu auparavant" (Francis Collins, directeur du National Human

Genome Research Institute, cité in Weigmann, 2004). Certes, il s'agit d'un propos
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d'industriel non désintéressé, mais qui peut nier sérieusement qu'au-dela de la
caricature, cette vision réductrice continue a irriguer la biologie contemporaine ?
Comment expliquer, sinon, que I'on cherche désormais a décoder le transcriptome,

le protéome, et a transformer ainsi la biologie en une pile de données ?

Dans ce contexte flottant, ou les certitudes d'hier sont sans cesses remises en cause,
le danger se profile d'une science génétique qui serait prisonniére d'un discours et
d'un vocabulaire de plus en plus inadéquat et de moins en moins rigoureux. La
notion de gene par exemple, pourtant socle commun de tous les généticiens, n'est
méme plus consensuelle. Les définitions de ce mot sont multiples, ce qui n'est pas
forcément problématique, mais le devient quand ces définitions sont contradictoires.
Information, molécule, voire combinaison des deux, les acceptions sont nombreuses.
Il est possible de s'en réjouir, de noter que le flou du concept est le signe de sa
richesse. Il est aussi permis de penser, et c'est notre point de vue, que cette
indécision est un péril. C'est semble-t-il un avis partagé : "Comme toujours, les forces
antagonistes qui travaillent a déstabiliser un ensemble de termes et de concepts sont
issues (...) de la rencontre de la science avec le monde réel ; elles proviennent de
'accumulation des insuffisances du lexique existant devant les nouvelles
découvertes expérimentales. Et c'est cela, je I'affirme, qui s'est passé dans le cas du
gene" ( Fox Keller, 2000).

Une maniére de sortir de cette indécision, c'est de considérer que le role des genes
ne peut s'apprécier a I'échelle individuelle. Continuer de supposer, méme
fonctionnellement, que les génes soient en premiére approximation les déterminants
des caractéres, ce qui en était la définition minimale morganienne, nous impose de

renoncer a I'équivalence trompeuse entre discrétisation des génes et discrétisation

184



de leur action. En d'autres termes, dissocier I'échelle de la définition et celle de la
fonction. En terme de programme de recherche, cela se traduit concrétement par la
nécessité de s'éloigner résolument des approches parcellaires, et ne plus les justifier
par un souci de progression graduelle vers la complexité. Ces approches ont été
fécondes pour comprendre en premiére approximation le fonctionnement des génes,
mais ne le sont plus pour la complexité des problemes que la communauté des
biologistes moléculaires a I'ambition de résoudre.

Le fonctionnement des génes ne peut s'apprécier qu'en réseau. En soit, cette
affirmation est tout sauf une nouveauté. C'est méme, nous semble-il, la colonne
vertébrale d'une nouvelle pensée génétique qui trouverait dans ce discours une
maniére délocaliser le déterminisme. Citons une derniére fois Evelyn Fox Keller qui
au terme d'une critique radicale de la pensée génétique, semble se résoudre a cet

entre-deux : "j

ai affirmé que I'hypothése d'un programme inscrit dans I'ADN doit, elle
aussi, étre réévaluée et j'ai proposé pour la remplacer, le concept plus dynamique de
programme réparti, dans lequel les différents composants (..) fonctionnent
alternativement comme instructions et comme données" (Fox Keller, 2000). Il ne
suffit cependant pas de dire qu'un ensemble fonctionne en réseau, ou que ce réseau
est dynamique, ou que le programme est "distribué" pour résoudre les problémes
auxquels nous sommes confrontés. Ces critiques font échos a celles, plus anciennes,
et que I'on a abordées, de la contestation du déterminisme. Or celles-ci, bénéfiques
dans la nuance qu'elles ont apportées a ce concept, n'ont pas pour autant réussi a
apporter une grille d'analyse de substitution. Les réactualiser conduit peut-étre a
tourner en rond. Si ce discours n'est pas étayé par une prospective sur les

dynamiques a I'ceuvre dans le réseau, il n'est qu'une maniéere de brouiller les pistes

et de se condamner a l'inintelligibilité des phénomeénes observés.
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Néanmoins, accepter ce fonctionnement en réseau conduit a plusieurs
conséquences, au premier rang desquelles se trouve la possibilité se passer de la
notion de spécificité. A supposer méme qu'elle ait un fondement, ce que nous ne
pensons pas, elle n'est pas fonctionnellement intéressante dans ce cadre. Peu
importe que la spécificité existe si par ailleurs, des génes peuvent en remplacer
d'autres quand ces derniers font défaut. Peu importe la précision d'une régulation si
d'autres peuvent la suppléer.

Et quant a comprendre les dynamiques qui sont a l'ceuvre dans ces réseaux, la
question reste ouverte. Il nous a semblé, au cours de notre these, que les
dynamiques endodarwiniennes sont une piste prometteuse. Elles sont économes en
hypothéses, englobent les observations antérieures, et sont compatibles avec ce que
I'on connait des interactions moléculaires. Elles ont enfin le mérite de mettre de coté
toute notion d'information et de programme, importées avec une certaine artificialité
en biologie, et dont on a vu gu'elles sont de plus en plus délicates a manier, et

parfois dénuées de sens.

Nous ne prétendrons pas ici, méme si nous sommes convaincus qu'elles sont a
I'ceuvre dans de nombreux processus, que les dynamiques endodarwiniennes sont la
réponse universelle au fonctionnement du vivant. L'expérimentation montrera la
portée et les limites de cette hypothése. Nous espérons seulement avoir convaincu
qu'il est utile, avant de se lancer dans I'étude d'un phénomeéne reproductible, de
vérifier dans quelle mesure le hasard ne peut pas suffire a expliquer cette

reproductibilité.
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Convenons cependant que cette hypothése et ses éventuelles déclinaisons ont des
visées plus larges. En proposant que la stochasticité puisse étre a la base d'un
mécanisme structurant, selon le principe darwinien du hasard et de la sélection, nous
suggerons que cette approche économe en hypothéses, et intrinséquement
dynamique, puisse étre fructueuse dans de nombreux cas de figures ou l'approche

déterministe est supposée sans étre démontrée.

On voit ici que notre proposition dépasse le cadre de la biologie cellulaire. Tout
événement élémentaire aléatoire susceptible d'étre stabilisé dans le cadre d'une
competition pour une ressource peut ressortir d'une approche endodarwinienne.
Nous avons mis en évidence que la théorie de I'évolution peut potentiellement
s'appliquer a des situations trés variées pour peu qu'elles remplissent certains
critéres : une variabilité spontanée des phénomenes élémentaires, une "ressource"
(pris dans un sens trés extensif) en quantité limitante, une adaptation sélective. Il est
ainsi scientifiquement pertinent de chercher a savoir si cette théorie ne pourrait pas
s'étendre a des niveaux inférieurs a celui de l'individu. Cela ouvrirait un nouveau
champ d'investigation a la communauté des biologistes évolutionnistes. Cela
inciterait les biologistes moléculaires a acquérir de nouveaux réflexes : déterminer
une probabilité d'expression par cellule d'un géne dans des conditions données et le
rapporter a la taille de la population, identifier la "ressource" en facteur limitant (plutot
que de chercher le "signal"), caractériser la capacité d'une cellule a s'adapter (plutot
qu'a déployer un "programme"). Ces questions forment pour chaque probléme un

programme de travail conséquent.
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Si cela s'aveére fructueux, il se pourrait que I'on ait, a un niveau modeste, contribué a
un rendre pertinente I'hypothése d'une importation, mais plus encore d'une
généralisation des dynamiques darwiniennes dans des situations ou elles n'étaient
préalablement pas soupgonnées. On pourrait aussi avoir contribué a convaincre que
I'on peut penser la biologie sans programme, sans spécificité, et sans information.
Ou du moins fourni quelques éléments rendant ces propositions moins aberrantes

qu'il n'y parait en premiéere analyse. C'est la notre seule ambition.
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ANNEXE 1

Variation du taux de méthylation du géne Mest/Peg1. Données totales.
Population témoin de cellules murines N1E-115 en milieu riche en sérum de veau
foetal
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ANNEXE 2

Variation du taux de méthylation du gene Mest/Peg1. Données totales.
Population de cellules murines N1E-115 en milieu sans sérum de veau foetal,
subissant la différenciation.
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ANNEXE 3

Variation du taux de méthylation du géne Mest/Peg1. Données totales.
Surnageant de cellules mortes de la population de cellules murines N1E-115 en
milieu sans sérum de veau foetal.
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ANNEXE 4

Données brutes totales de I'étude des variations du taux de méthylation du géne
Mest/Peg1
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tration and measured fluorescence of
the data shown in Figure 2 was ob-
tained [Bartlet’s nonparametric Model
Il regression analysis (7)] and was rep-
resented by the equation: Log(DNA) =
-13.50 + 4.25 Log(Fluorescence). This
equation can be used to estimate the
concentration of DNA in a solution
from fluorescence measured, follow-
ing the protocol outlined above.

Although estimating DNA concen-
trations might look trivial, the outcome
of several experiments depends on the
accurate determinations of DNA in the
samples or stock DNA preparations.
PCRs can be inhibited by excessive
DNA concentrations, and no amplifica-
tion product will be obtained if DNA is
below the amplification threshold. Con-
centrations of genomic DNA are tricky
to estimate because of the viscosity of
the concentrated solutions and the un-
evenness of long DNA in more diluted
solutions. This easy and accurate proto-
col will facilitate the estimation of DNA
concentrations. In our laboratory, we
perform serial dilutions of genomic
DNAs over several orders of magnitude
to obtain an accurate estimation of
DNA concentrations in stock solutions.
The use of a 96-well plate or a multi-
tube approach facilitates this strategy,
and the iQ iCycler optical thermal cy-
cler can easily be used for this purpose.
The protocol outlined in this study
avoids the need to purchase costly fluo-
rescence plate readers, learn how to use
an extra apparatus, and simultaneously
saves precious bench space.
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For years, gene expression has been
widely studied in most fields of biolo-
gy. It has been used to address molecu-
lar mechanisms controlling basic cell
functions and their alterations, includ-
ing cell division, cell differentiation,
apoptosis, and various infectious
processes. In the vast majority of such
studies, carried out by conventional
techniques such as Northern blotting or
RT-PCR, only the mean gene expres-
sion within large populations of cells
was analyzed, and cell-to-cell variabili-
ty was not taken into account. Remark-
ably, several independent studies using
in situ detection techniques have re-
cently pointed to the existence of im-
portant intercellular variability in gene
expression, both in prokaryotic and
mammalian cells. Altogether, the data
strongly argue for a stochastic-based
process of gene expression (1-4). To
further our understanding of cell physi-
ology, there is an increasing need to
evaluate intercellular variability of
gene expression in a large number of
cell types and physiological situations.
To this end, several techniques have re-
cently been developed, each with vari-
ous advantages and limitations (5).

In the course of our work, we used
the 3’-end amplification PCR (TPEA-
PCR) procedure, which has proven to
be an efficient tool for studying gene
expression in various mammalian cell
lines at the single-cell level. Although
this technique is not quantitative, it al-
lows virtually all the mRNAs se-
quences present in a single cell to be
amplified, including those present at
low copy number (6). This RT-PCR re-
lies on two successive amplifications.
First, cell lysate-containing mRNAs are
reverse-transcribed, followed by a non-
specific amplification, using primers
designed to amplify all polyadenylated
mRNAs. Second, there is a gene-spe-
cific amplification of up to 40 aliquots
of the first amplification product. Thus,
it is theoretically possible to detect up
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to 40 different transcripts (20 in dupli-
cates) in a single cell and to follow
gene expression patterns and their vari-
ations from cell to cell.

However, contamination remains
critical, especially when the quantity of
RNA in the starting material is limited,
as is always the case with single-cell
RT-PCR. Decreasing the number of
manipulations carried out during the
procedure will reduce the risk of conta-
mination. Here we propose such a mod-
ification of the TPEA technique
(schematically shown in Figure 1) that
maintains the quality of the result. We
reduced the successive substeps origi-
nally required for the nonspecific am-
plification from seven to four. Specifi-
cally, we have combined the two
second-strand synthesis substeps with a
round of 15 nonspecific PCR cycles.
This simplification largely reduces the
contamination risk, results in a signifi-
cant gain of time, and becomes particu-
larly convenient when a large number
of cells are to be screened concomitant-
ly. For example, the amplification time
required for 30 single cells is 1.5 h
shorter than that required for the classi-
cal TPEA technique (8 h including cell
harvest and lysis).

In our experiments, murine neuro-
blastoma cells (clone N1E-115) were
cultured in DMEM with 4.5 g/L glucose
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) sup-
plemented with 10% decomplemented
FBS and 10 mL/L penicillin-strepta-
vidin (Invitrogen).

All the reverse transcription- and
PCR-based reactions were carried out in
a GeneAmp® PCR 9700 apparatus (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Reverse transcription primer (5’-
CTCTCAAGGATCTTACCGCTTTT-
TTTTTTTTTTTTT-3"), second-strand
primer (5-CTGCATCTATCTAATGC-
TCCNNNNNCGAGA-3’, where N rep-
resents C, G, T, or A), and 3’-heel primer
(5-CTCTCAAGGATCTTACCGC-3")
were those described by Dixon et al. (6).

After cell harvest and serial dilu-
tions in Terasaki plates, single cells (1
UL) were identified under a light mi-
croscope and lysed in situ in a final vol-
ume of 7 UL containing 1x first-strand
buffer (50 mM Tris-HCI, 75 mM KCI,
3 mM MgCl,; Invitrogen), 5 mM Non-
idet P-40™ (Sigma, St. Louis, MO,
USA), 1.5 U RNase Inhibitor RNase-
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OUT™ (Invitrogen). After 5 min on
ice, nuclei were removed by centrifuga-
tion (8000x g for 5 min at 4°C). Each
supernatant was then transferred to a
new tube and reverse transcribed (first
strand) in a final volume of 10 UL con-
taining 1x first-strand buffer, 200 U
Moloney murine leukemia virus re-
verse transcriptase (Invitrogen), and
0.5 ng reverse transcription primer for
60 min at 37°C.

cDNA second-strand synthesis,
primer extension, and 15 rounds of
PCR were combined as a single step in-
stead of being carried out separately
(Figure 1). The 10-uL reverse tran-
scription volume was added to a 10.4-
UL PCR mixture and was subjected to
50°C for 15 min (incubation), 72°C for

10 min (primer extension), 92°C for 5
min (denaturation), 15 PCR cycles (2.5
min at 92°C, 60°C for 1.5 min, and
72°C for 1.5 min), and 72°C for 10
min. Final concentrations of this 20.4-
UL reaction volume were 4.5 mM
MgCl,, 67 mM Tris-HCI (pH 8.3), 0.5
mM dNTPs (Amersham Biosciences
UK, Buckinghamshire, UK), 1 ng sec-
ond-strand primer, 0.4 ng 3’-heel
primer, and 0.35 U AmpliTaq® DNA
polymerase (Applied Biosystems).

The 20.4-uL RT-PCR volume was
then increased to 30.4 pL without
changing reagent concentrations, ex-
cept for the addition of 125 ng second-
strand primer and 50 ng 3’-heel primer,
and subjected to denaturation at 92°C
for 5 min, 25 additional PCR cycles (as
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Figure 1. Original (A) and modified (B) TPEA-PCR protocols.
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Figure 2. Agarose gel electrophoresis of 3-actin (A), GAPDH (B), and insulin receptor (Ins-R; C)
¢DNAs. The modified TPEA-PCR protocol was used to detect the expression of the three genes in 11
single NE1-115 cells (lanes a—k). Lane 1, molecular weight marker (100-bp DNA ladder; New England
Biolabs). Lane m, negative control (no reverse transcriptase). Lane n, negative control (no cell). Primers
were the following: B-actin (209 bp; GenBank® accession no. V01217) 5’-CATCCATGCCCT-
GAGTCC-3’ (forward) and 5'-ACACCTCAAACCACTCCCAG-3’ (reverse); GAPDH (408 bp; acces-
sion no. X02231) 5-GACCCCTTCATTGACCTCAACTAC-3" (forward) and 5’-GATGC-
CAAAGTTGTCATGGATGAC-3’ (reverse); and insulin receptor (369 bp; accession no. NM 010568)

5" TCACAAAGATGGCGTATT-3’ (forward) and 5'-GACTGGAGCAAACACAAC-3’ (reverse).

described above), and a final elonga-
tion at 72°C for 10 min.

Additionally, we improved the yield
of the second gene-specific PCR by us-
ing only 3 pL of the nonspecific ampli-
fication product, instead of 5 puL. The
potential number of gene-specific PCRs
is thereby increased from 40 to 50. Thus,
the 30.4-uL final reaction volume was
diluted to a 150-pL final volume in (10
mM Tris-HCL, 0.1 mM EDTA), and 3
UL of this solution were used for the sec-
ond PCR using gene-specific primers.
Each sample was subjected to PCR in a
50-uL final volume reaction containing
at final concentrations: 1x PCR Buffer I
(100 mM Tris-HCI, 500 mM KCIl; Ap-
plied Biosystems), 3.5 mM MgCl, (Ap-
plied Biosystems), 12.5% sucrose, 12
mM  B-mercaptoethanol, 0.5 mM
dNTPs, 0.6 U AmpliTaq, and primers at
100 ng/reaction. Cresol red was found to
be unnecessary and was therefore omit-
ted. Annealing temperatures were ad-
justed when necessary, but otherwise
PCR conditions were those used by
Dixon et al. (6).

The modified TPEA protocol gave
sensitive and reproducible results. In
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Figure 2, we show the results we ob-
tained using three different sets of
primers specific for [-actin (A),
GAPDH (B), and the insulin receptor
(C) genes. Importantly, no signal was
detected when reverse transcriptase
was omitted, demonstrating the ab-
sence of genomic DNA amplification.
This result was strengthened by the fact
that the GAPDH primers used for this
amplification were intron spanning.

As expected, the two constitutive
genes (B-actin and GAPDH) were
found to be expressed in all the single
cells. In contrast, expression of the in-
sulin receptor gene, which is not consti-
tutively produced in N1-E115 neurob-
lastoma cells, was found to be variable
and was detected in four of 11 cells.

As an additional control, we have
also divided cDNA pools in two after
the reverse transcription step and com-
pared the signals obtained after the full
TPEA procedure was performed with 3-
actin primers. No bias in the amplifica-
tion of transcripts was detected (data not
shown). Altogether, these modifications
result in a faster, more efficient, and
more reliable TPEA-PCR technique.
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In vitro follicular growth affects oocyte imprinting
establishment in mice
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In vitro folliculogenesis of cryopreserved ovarian tissue could be an effective method for insuring fertility
for patients who receive gonadotoxic treatment. Although several culture systems have been described for
growing female gametes in vitro, the production of competent oocytes for further development remains a
considerable challenge. The purpose of our study was to determine whether maternal primary imprinting
progresses normally during mouse oocyte growth in vitro. We analysed the DNA methylation status of
differentially methylated regions of the imprinted genes H19, Mest/Peg1 and Igf2R using fully grown
germinal vesicle-stage oocytes (fg oocytes) produced by in vitro folliculogenesis from early preantral
follicles. When compared to fg oocytes removal from control females, we observed after in vitro
development, a loss of methylation at the Igf2R locus in six out of seven independent experiments and
Mest/Peg1 locus (one out of seven), and a gain of methylation at the H79 locus (one out of seven). These
results provide insight into the dysregulation of the process of primary imprinting during oocyte growth in
vitro and highlight the need for effective new biomarkers to identify complete nuclear reprogramming

competence after in vitro folliculogenesis.

European Journal of Human Genetics (2003) 11, 493-496. doi:10.1038/sj.ejhg.5200990
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Introduction

Various culture systems have been described for the
maturation of female gametes in vitro." However, the
development of primordial follicles to maturity, in which
oocytes acquire in vitro competence to undergo matura-
tion, fertilization and embryonic development, remains
a considerable challenge. Recent evidence suggests that
mechanisms regulating oocyte growth underlie the estab-
lishment of maternal primary imprinting during mouse
oogenesis.? This lead to monoallelic expression/repression
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of imprinted genes involved in embryonic growth, pla-
centation and behavioral development.® During oogenesis,
expression and/or methylation analysis of imprinted genes
provide evidence for the erasure of the parental imprint in
primordial germs cells.* New imprints are then later
initiated during the development of nongrowing oocytes
to fully grown (fg) oocytes as indicated by a marked change
of maternal germline-specific imprints.>* Thus, maternal
primary imprinting may be particularly susceptible to
methylation changes that occur at imprinted loci during
oogenesis. Since previous studies in mice have suggested
that culture conditions could affect the epigenetic regula-
tion of genomic imprinting,®” the aim of our study was to
determine the consequence of in vitro folliculogenesis on
the progress of maternal primary imprinting during
germinal vesicle-stage oocyte growth.
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Materials and methods

Preantral follicles containing early growing germinal
vesicle-stage oocytes (eg oocytes) were isolated from
ovaries of 11- and 12-day old F1 hybrid female mice
(C57bl6 x CBA). Early preantral follicles were selected
according to the following criteria: intact follicle structure
with one or two layers of granulosa cells, visible round
and central oocyte, adhering thecal cells, follicle diameter
between 100 and 130 um. Follicles were placed individually
into 10 ul drops of culture medium, under pre-equilibrated
mineral oil (Sigma-Aldrich) at 37°C in an atmosphere of
5% COy in air, using a system similar to the one previously
described.® Culture medium consisted of o minimal
essential medium (Life Technologies) supplemented with
5% heat inactivated FCS, 10 ug/ml transferrin (Boehringer
Mannheim, France), 5ug/ml insulin (Boehringer Man-
nheim) and 100 mIU/ml r-FSH (Serono, France). Healthy
oocyte—cumulus complexes consisting of compact granu-
losa cells with regular borders surrounding the entire mass
were used in these experiments. On day 11 of culture, fg
oocytes were freed of their surrounding cumulus cells by
repeated pipetting in 1mg/ml hyaluronidase (Sigma-
Aldrich) and washed in serum-free modified HTF medium
(Irvine Scientific, USA). As control, we used antral follicle
grown in vivo collected on the surface of the ovary of adult
mice.

Bisulfite treatment of 5-8 fg oocytes imbedded in
agarose beads was performed as previously reported.’
Special care was taken to avoid contamination from
granulosa cells. DNA methylation analysis of specific
differentially methylated regions (DMRs) of H19, Mest/
Pegl and Igf2R was performed on independent pools of
5-8fg oocytes by denaturing high-performance liquid
chromatography (DHPLC) analysis as recently reported.'®

Results and discussion

We have analysed the methylation status of DMRs of
imprinted genes using a newly developed DHPLC-based
procedure.'® Analysis of control fg oocytes from different
PCR products indicated that H19 alleles remained essen-
tially all unmethylated (Figure 1c), whereas Mest/Pegl
alleles (Figure 2c) and Igf2R alleles (Figure 3c) were almost
all methylated when compared to curves representing 100
and 0% methylated/unmethylated control alleles. These
methylation profiles were characteristic of the maternal
imprint and provided evidence that the maternal methyla-
tion imprint was already established in in vivo fg oocytes as
previously described.?>!!

After in vitro folliculogenesis, DHPLC profiles of PCR
products from in vitro fg oocytes showed almost unmethy-
lated alleles in six out of seven samples at the H19 locus
(Figure 1d) and methylated alleles in six out of seven
samples at the Mest/Peg1 locus (Figure 2d). In one (one out
of seven) PCR product, a gain of allelic methylation and a
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Figure 1 Methylation analysis of imprinted H19, (a) Geno-
mic structures of the DMR studied here. We amplified 13
CpGs of the HT19 imprinting control region (accession no.
U19619.1; nt —2975, —3204), Arrow, transcription start site
of the gene; black box, exons; small black squares, individual
CpGs within the areas amplified. (b) DHPLC chromatograms
of PCR products of control samples. Methylation ﬁroﬁles
were studied by newly developed DHPLC-based method, as
recently described.'®” Single peaks consisting of homodu-
plexes characterized homogeneous samples with methylated
or unmethylated alleles, whereas multiple peaks consisting of
homoduplex and heteroduplex formations characterized
heterogeneous samples: (*), heteroduplexes; granulosa cells;
control methylated alleles; control unmethylated alleles. (c)
DHPLC chromatograms of PCR products of in vivo grown fg
oocytes. n=9 chromatograms are superposed for H19, n=
8 for Mest/Pegl1 and n=7 for Igf2R. (d) DHPLC chromato-
grams of PCR products of in vitro grown fg oocytes n=7
chromatograms are superposed: (—), unmethylated alleles;
(}), methylated alleles; (*), heteroduplexes.
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Figure 2 Methylation analysis of imprinted Mest/Peg1 gene.
(a) Genomic structure of the DMR studied. We amplified 22
CpGs of the Mest/Pegl promoter region (accession no.
AF017994; nt —201, +116 relative to transcriptional start).
See Figure 1(a) for details. (b) DHPLC chromotograms of
PCR products of control samples. See Figure 1(b) for details.
(c) DHPLC chromotograms of PCR products of in vivo grown
fg oocytes n=8 chromotograms are superposed. (d) DHPLC
chromotograms of PLR products of in vitro grown fg oocytes.
n=7 chromotograms are superposed. See Figure 1(d) for
details.
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Figure 3 Methylation analysis of imprinted Igf2R gene. (a)
Genomic structure of the DMR studied. We amplified
13CpGs of the Igf2R within intronic DMR2 (accession no.
L06446; nt 1857-2101). See Figure 1(a) for details. (b)
DHPLC chromotograms of PCR products of control samples.
See Figure 1(b) for details. (c) DHPLC chromotograms of PCR
products of in vivo grown fg oocytes. n=7 chromotograms
are superposed. (d) DHPLC chromotograms of PCR products
of in vitro grown fg oocytes. n=8 chromotograms are
superposed. For details see Figure 1(d).
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loss or absence of allelic methylation were unexpectedly
observed at the H19 and Mest/Peg1 loci, respectively. Such
abnormal monoallelic profiles for H19 and Mest/Pegl were
different from multiallelic patterns that have been ob-
served in granulosa cells (Figure 1, 2 and 3b). In contrast, at
the Igf2R-R2 locus, DHPLC chromatograms showed profiles
corresponding to almost methylated alleles in only one out
of eight PCR products, whereas multiple peaks were found
in seven out of eight samples (Figure 3d). These multiple
peaks, consisting of homoduplex and heteroduplex forma-
tions were characteristics of heterogeneous samples with
methylated alleles and unmethylated alleles, as confirmed
by genomic bisulphite sequencing (not shown). However,
since PCR amplifications were performed on pools of five
to eight in vitro fg oocytes, we could not establish whether
this heterogeneity affected individual fg oocytes (methy-
lated and unmethylated alleles in the same fg oocyte) or
the entire population of fg oocytes (fg oocytes with
methylated alleles, fg oocytes with unmethylated alleles).
Nevertheless, these results indicated, for the first time, the
disruption (loss, absence or delay) of maternal methylation
imprint establishment during in vitro folliculogenesis. The
mechanisms that could affect maternal primary imprinting
establishment as a consequence of in vitro culture remain
elusive. We hypothesize that these dysregulations could be
stochastic events at some imprinted loci as illustrated by
improper de novo methylation at the HI19 locus and
improper demethylation at the Mest/Pegl locus. Alterna-
tively, these imprinting errors could be enhanced by in vitro
cultivation at other specific imprinted loci, as exemplified
by results at the Igf2R-R2 locus. The consequence of
imprinting methylation errors for incomplete oocyte
competence requires further investigation. However, it is
tempting to speculate that such epigenetic abnormalities
could be involved in subsequent abnormal develop-
ment.'?~* Recently, complete oogenesis supporting devel-
opment to full term after nuclear transfer and in vitro
fertilization was successfully and efficiently accomplished
by in vitro folliculogenesis using a 28-day in vitro culture
system.'®> This complete nuclear reprogramming was
consistent with establishment of normal methylation
imprinting at the Igf2R locus and illustrates the critical
role of culture procedures on subsequent epigenotype and
phenotype. Although, in vitro folliculogenesis will enable
important progress in different fields of biology and

European Journal of Human Genetics

medicine, these results highlight the need for improving
in vitro culture conditions and developing biomarkers to
identify complete nuclear competence.
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